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Uber Taka-esterase; 
Vergleich mit Pankreaslipase und Leberesterase. 
Von 


Richard Willstitter und Hachiro Kumagawa. 
XIV. Abhandlung tiber Pankreasenzyme. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 
Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, April 1925.) 





Das als ,,Takadiastase“ bekannte Gemisch von Enzymen 
enthalt nach J. Wohlgemuth?) auch eine fettspaltende Kompo- 
nente. Die beschriebene Wirkung auf Neutralfett, Monobutyrin 
und Lecithin ist sehr gering. Es ist daher zweifelhaft, ob in der 
Takadiastase eine wahre Lipase in sehr kleiner Menge vorkommt 
oder ob das mit den genannten Substraten nachgewiesene 
Enzym ihnlich wie die Leberesterase wenig tauglich ist fir 
die Fettspaltung, aber geeignet fiir die Hydrolyse einfacher 
Saureester. Vergleichen wir das Takaenzym mit den hydro- 
lysierenden Enzymen des Pankreas, der Leber und anderer 
tierischer Organe, so erweist es sich in der Tat wie das Leber- 
enzym*) als eine gute Esterase, die nur in geringem MaBe 
befaihigt ist, Fett zu spalten. Der Quotient der Geschwindig- 
keiten, mit denen Mandelsiureester und Tributyrin gespalten 
werden, betrigt sogar etwa das 60fache wie bei der Leber- 
esterase. 

Die Takaesterase zeigt bei der Anwendung auf racemische 
Ester der Mandelséuregruppe stereochemische Spezifitét, die 





1) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 824 (1912) und zwar S. 336. 
*) R. Willstaitter u. F. Memmen, VIII. Abh. tiber Pankreas- 
enzyme, Diese Zs. Bd. 188, S. 216 (1924) und zwar S. 220. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 11 
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zuerst H. D. Dakin“) beim Leberenzym aufgefunden hat und 
die vor kurzem vergleichsweise bei pankreatischer*) und bei 
gastrischer*) Lipase beschrieben wurde. Bei den bisher ge- 
priiften vier racemischen Substraten stimmt die Takaesterase 
in ihrer auswahlenden Wirkung mit dem Leberenzym iiberein. 


Tabelle 1. 


Drehung der rascher verseiften Komponente. 














Taka- Leber- | Pankreas- 

esterase | esterase lipase 
Mandelsiure-athylester . ; + + ee 
Phenyl]-methoxyessigsaure- meesleiel + + — 
Pheny]-chloressigsiure-methylester. . —_ — — 
Tropasiure-methylester. . . .. . _ a + 











Die Beschreibung der Takaesterase, den Vergleich der 
verschiedenen hydrolysierenden Enzyme, vervollstindigt die 
Prifung von Zusatzstoffen wie Albumin, Natriumoleat und 
Calciumoleat, die z. B. bei Tributyrinspaltung aktivierend oder 
hemmend wirken. Dabei unterscheidet sich das Takaenzym 
in itiberraschendem MaBe von dem hepatischen sowohl wie vom 
pankreatischen Enzym. 














Tabelle 2. 

Einflu8 von Zusitzen auf die Tributyrinspaltung bei py = 8,6. 
Zusatz Leberesterase | Takaesterase | Pankreaslipase 

Natriumoleat gehemmt kein Einflu8 aktiviert 
Calciumoleat | stark gehemmt | kein Einflu8 | stark aktiviert 
Albumin kein Kinflu8 [stark gehemmt| stark gehemmt 
Albumin + Calcium- ziemlich stark aktiviert, 
pba stark gehemmt |°*#tk gehemmt| fast wie mit Cal- 
8 ciumoleat allein 











Seifen, die auf die Spaltung durch Leber hemmend wirken, 
sind also bei Takaesterase ohne EinfluB, Albumin, das die 





1) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 (1908/04); Bd. 32, S. 199 (1905). 

*) VIII. Abh. 

*) R. Willstatter, F. Haurowitz u. F. Memmen, IX. Abh. 
iiber Pankreasenzyme, Diese Zs. Bd. 140, S. 208 (1924). 
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Hydrolyse durch Leber nicht beeinfluBt, wirkt auf Takaenzym 


' stark hemmend. 


Die Takaesterase ist also von den beschriebenen tierischen 
Lipasen und Hsterasen verschieden. Es ist aber wie beim 
Vergleich von Panzreas- und Leberenzym noch nicht zu ent- 
scheiden*), ob es sich um eine Verschiedenheit von ,,Enzym- 
komplexen handelt, in denen das naimliche Enzym mit ver- 


' schiedenen Begleitstoffen, die hinsichtlich seiner Spezifitats- 


eigenschaften und seiner Abhingigkeit von weiteren zusiitz- 


® lichen Stoffen bestimmend und differenzierend wirken, eng 


verkniipft ist, oder ob die Enzyme selbst, betrachtet als chemische 
Individuen und losgelést von den aktivierend und hemmend 


) wirkenden Begleitstoffen, verschieden sind.‘ 


Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Das Takaenzym diente fir die folgenden Versuche in 
rohem Zustande. 

Die Wirkung auf Tributyrin wurde in dem mit Phosphat- 
puffer nach Sérensen und mit Acetat— bzw. Ammonchlorid— 


4 Ammoniakgemischen nach Michaelis eingestellten Bereich 


von p,, = 5,4—9,5 stalagmometrisch gepriift. Das Optimum 


® liegt zwischen p,, = 8,5 und 9,0, etwa bei 8,6, ahnlich wie bei 


den genauer untersuchten tierischen Lipasen und Esterasen. 


q In starker alkalischem Gebiet als p, = 9,0 wird die Verseifung 


durch den Puffer allein schon bedeutend, ohne daB die gesamte 
Hydrolyse noch ansteigt. Unsere Versuche bestatigen durchaus 
die nach ihrem AbschluB veréffentlichte eingehende Beschreibung 
von I. Ogawa.?) 

Bei der Beobachtung der p,,-Abhingigkeit muBte von 


4 ausgleichender Aktivierung oder Hemmung abgesehen werden, 
> da Zusatzstoffe ebenso wie natiirliche Begleitstoffe bei wechseln- 


dem p,, ungleich wirken, Die stalagmometrisch gemessene 
Wirkung wird dabei wie bei Magenlipase*) in B.-[e]., schein- 


baren Enzymmengen, ausgedriickt. 





1) VIII. Abh., S. 217. 2) Biochem. Zs. Bd. 149, S. 216 (1924). 
‘) Vgl. R. Willstatter, F. Haurowitz u. F. Memmen, IX. Abh., 


') Diese Zs. Ba. 140, S. 208 (1924) und zwar S. 208, 


43° 
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Versuchsbedingungen: 20°, Stalagmometer I vom Wasserwert 90; Anfang. | 


Angewandt 56 cem Tributyrinlésung aus gereinigtem Priiparat, 2 cen q 


nach den Versuchen der Tab. 3 das Takaenzym im gegebena 4 


tropfenzahl der Tributyrinlésung 135. 


2°/,iger Enzymlésung, 2 ccm Puffer. 


phat. Abnahme in 20’ 3; 40’ 5; 60’ 7. Gef. 0,32 B.-[e]. 


Po = 6,8. Puffer 1,0 com m/3-prim. Phosphat + 1,0 cem m/8-sece. Phos. 


phat. Abnahme in 20’ 4; 40’ 7; 60’ 10. Gef. 0,45 B.-[e]. 


Po==17,7. Puffer 0,2 ccm m/3-prim. Phosphat + 1,8 ccm m/3-see. Phos. ‘ 


phat. Abnahme in 20’ 4; 31’ 7; 50’ 11. Gef. 0,54 B.-[e]. 


Po = 8,9. Puffer 1,6 cem 2,5 n-NH,Cl + 0,4 cem 2,5 n-NH,. Abnahme 1 


in 24’ 6; 40’ 10; 60’ 15. Gef. 0,62 B.-[e]. 


Pp = 9,5. Puffer 1,0cem 2,5 n-NH,Cl + 1,0 cem 2,5n-NH,. Abnahme 4 


- Py =5,4. Puffer 1,6 cem n/1-Natriumacetat + 0,4 ccm n/10-Essigsiure. | 
Anfangszahl 130. Abnahme in 20’ 2; 40’ 3; 60’ 4. Gef. 0,20 B.-[e) 
Pu = 6,2. Puffer 1,6 ccm m/3-prim. Phosphat + 0,4 cem m/3-sec. Phos. 


in 24’ 6; 40’ 10; 60’ 15. Gef. (ohne Beriicksichtigung der Verseifuny 


durch OH’) 0,62 B.-[el. 


Hemmungserscheinungen. 


In der Abhangigkeit von Zusatzstoffen unterscheidet sich 


Fee Shea 


Reinheitszustand wesentlich von allen untersuchten lipatische ; 
Enzymen. Es wird nimlich bei p, = 8,6 von Albumin starl? 


Substrat: gereinigtes Tributyrin; Enzym: 1 ccm 4°/,ige Lésung; 20/14 
Vol. 60 cem, Stalagmometer I vom Wasserwert 90—91 Tropfen. py = 8, | 


Tabelle 3. 


Einflu8 von Seifen und von Albumin auf Takaenzym. 


eingestellt mit 2 cem NH,Cl/NH,-Gemisch 2,5n, 8:1. 
































Nr. Zusatzstofft Anfangs- yor sce B.-[e]. Hemmunj 
zahl | 20’| 40’ | 60’ in °/, 

1 | Ohme Zusatz ..... 122 |6 j|11 |16 | 0,65 _ 
2 | 10mg Natriumoleat. . . 129 |5,5/11 (15 | 0,68 (3) 
3 | 10mg Natriumoleat +10 mg 

WAM. Saks 126 6 |10,5)16 | 0,65 0 
4 110mg Natztumglykocholat 126 |6 |11 |16 | 0,65 0 
5 | 15 mg Eieralbumin . . .| 128 |1,5|3 | 4,5)0,17] 74 
6 | 15mg Albumin, 10 mg 

Natriumoleat + 18 mg | 

es 125 11,5] 8,5) 6,5] 0,25! 62 














angs- | 


aure, 
B.-[e}, | 
Phos- 
aa }dadurch stark aktiviert“), Leber- 5) und Serumesterase gehemmt 
a “wird. Auch Natriumoleat und Natriumglykocholat beeinflubt 
ahme 


abme | 
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gehemmt, so wie Pankreaslipase’) und im Gegensatz zu der 


 dagegen unempfindlichen Leber-?) und Serumesterase, aber die 
ccm | 


> Hemmung laBt sich im auffallenden Gegensatz zur pankreati- 


schen Lipase*) durch Zusatz von Calciumchlorid + Natrium- 
oleat, also Calciumoleat, nicht tiberwinden oder erheblich ab- 
schwachen. Calciumoleat allein, also ohne Albumin, ist ganz 
ohne Wirkung auf das Takaenzym, waihrend Pankreaslipase 


die Wirkung des rohen Takapriparates nicht, wihrend diese 
Seifen in gleichem Sinne wie Calciumoleat auf Pankreas, Leber 
und Serum wirken. 

Um aus dem Verhalten gegen Albumin und gegen Seifen 
endgiiltige Folgerungen ziehen zu kénnen, wird es ndtig sein, 


a den Reinheitsgrad des Takaenzyms nach dem Vorbild anderer 
7 Esterasen zu steigern und danach vergleichsweise die Ab- 
‘ hangigkeit von Hemmungskérpern wieder zu priifen. 


Verhaltnis der Wirkungen auf verschiedene Substrate. 

In seiner eingehenden Beschreibung der Takadiastase hat 
J. Wohlgemuth*) schon 1912 angegeben, daB sie auch fett- 
spaltendes Enzym enthialt, ,allerdings in nicht erheblichem 
MaBe. Diese Lipase vermag sowohl Neutralfett wie Mono- 


q butyrin und Lecithin zu zerlegen.“ Die beschriebenen Wirkungen 


waren sehr schwach. 

Die Wirksamkeit auf Tributyrin ist nach den oben an- 
gefiihrten Zahlen und nach denen von I. Ogawa auch gering. 
Um eine fiir die Messung gut geeignete Spaltung zu erzielen, 
z. B. entsprechend 0,6 scheinbaren Butyraseeinheiten, sind bei 


1) der giinstigen schwach alkalischen Reaktion 40 mg Takaenzym 


erforderlich, wihrend die gleiche Gewichtsmenge von getrockneter 





1) IV. Abh., Diese Zs. Bd. 129, S. 12 (1928). 

*) VIII. Abh., Diese Zs. Bd. 138, S. 241 (1924). 

*) IV. Abh., S. 19. 

*) IV. Abh., S. 19. 

5) VII. Abh., S. 241. 

*) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 8324 (1912) und zwar S. 3386. 


ae) 
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Versuchsbedingungen: 20°, Stalagmometer I vom Wasserwert 90; Anfangs- 
tropfenzahl der Tributyrinlésung 135. 

Angewandt 56 ccm Tributyrinlésung aus gereinigtem Priparat, 2 ccm 
2°/,iger Enzymlésung, 2 ccm Puffer. 

1. py = 5,4. Puffer 1,6 cem n/1-Natriumacetat + 0,4 cem n/10-Essigsiure. 
Anfangszahl 130. Abnahme in 20’ 2; 40’ 3; 60’ 4. Gef. 0,20 B.-[e). 

2. PH = 6,2. Puffer 1,6 com m/3-prim. Phosphat + 0,4 cem m/3-sec. Phos- 
phat. Abnahme in 20’ 3; 40’ 5; 60’ 7. Gef. 0,32 B.-[e]. 

3. Py = 6,8. Puffer 1,0 cem m/3-prim. Phosphat + 1,0 cem m/8-see. Phos- 


phat. Abnahme in 20’ 4; 40’ 7; 60’ 10. Gef. 0,45 B.-[e}. 


4, py=7,7. Puffer 0,2 ccm m/3-prim. Phosphat + 1,8 cem m/3-sec. Phos- 
phat. Abnahme in 20’ 4; 31’ 7; 50’ 11. 
5. py =8,9. Puffer 1,6 cem 2,5 n-NH,Cl + 0,4 com 2,5 n-NH;. Abnahme 
in 24’ 6; 40’ 10; 60’ 15. Gef. 0,62 B.-[e]. 
6. py =9,5. Puffer 1,0ccm 2,5 n-NH,Cl+ 1,0 com 2,5n-NH,. Abnahme 
in 24’ 6; 40’ 10; 60’ 15. Gef. (ohne Beriicksichtigung der Verseifung 


durch OH’) 0,62 B.-[e]. 


Hemmungserscheinungen. 


Gef. 0,54 B.-[e]. 


In der Abhangigkeit von Zusatzstoffen unterscheidet sich 
nach den Versuchen der Tab. 3 das Takaenzym im gegebenen 
Reinheitszustand wesentlich von allen untersuchten lipatischen 
Enzymen. ‘ Es wird nimlich bei p, = 8,6 von Albumin stark 


Tabelle 3. 


EinfluB von Seifen und von Albumin auf Takaenzym. 


Substrat: gereinigtes Tributyrin; Enzym: 1cem 4°/,ige Lésung; 20°; 
Vol. 60 cem, Stalagmometer I vom Wasserwert 90—91 Tropfen. py = 8,6, 
eingestellt mit 2 com NH,Cl/NH,-Gemisch 2,5n, 8: 1. 








Nr. Zusatzstoff 


Anfangs- 


zahl 


Abnahme in 





20’ 


40’ 


60’ 


B.-[e]. 


Hemmung 
in °/o 








1 | Ohne Zusatz 

2 | 10mg Natriumoleat . 

3 | 10mg Natriumoleat +10 mg 

CaCl, ‘ 

4 | 10mg Matsumbbykocholnt 

5 | 15 mg Eieralbumin . 

6 | 15mg Albumin, 10 mg 
Natriumoleat + 18 mg 

ee 








122 
129 


126 
126 
123 


125 











16 
15 





0,65 
0,68 


0,65 
0,65 
0,17 


0,25 
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gehemmt, so wie Pankreaslipase’) und im Gegensatz zu der 


- dagegen unempfindlichen Leber-*) und Serumesterase, aber die 


Hemmung 1a8t sich im auffallenden Gegensatz zur pankreati- 
schen Lipase*) durch Zusatz von Calciumchlorid + Natrium- 
oleat, also Calciumoleat, nicht itiberwinden oder erheblich ab- 
schwachen. Calciumoleat allein, also ohne Albumin, ist ganz 
ohne Wirkung auf das Takaenzym, waihrend Pankreaslipase 
dadurch stark aktiviert*), Leber-5) und Serumesterase gehemmt 
wird. Auch Natriumoleat und Natriumglykocholat beeinfluBt 
die Wirkung des rohen Takapraparates nicht, wahrend diese 
Seifen in gleichem Sinne wie Calciumoleat auf Pankreas, Leber 
und Serum wirken. 

Um aus dem Verhalten gegen Albumin und gegen Seifen 
endgiiltige Folgerungen ziehen zu kénnen, wird es ndtig sein, 
den Reinheitsgrad des Takaenzyms nach dem Vorbild anderer 
Esterasen zu steigern und danach vergleichsweise die Ab- 
hingigkeit von Hemmungskérpern wieder zu priifen. 


Verhaltnis der Wirkungen auf verschiedene Substrate. 


In seiner eingehenden Beschreibung der Takadiastase hat 
J. Wohlgemuth®) schon 1912 angegeben, daB sie auch fett- 
spaltendes Enzym enthilt, ,allerdings in nicht erheblichem 
Mabe. Diese Lipase vermag sowohl Neutralfett wie Mono- 
butyrin und Lecithin zu zerlegen.“ Die beschriebenen Wirkungen 
waren sehr schwach. 

Die Wirksamkeit auf Tributyrin ist nach den oben an- 
gefiihrten Zahlen und nach denen von I. Ogawa auch gering. 
Um eine fiir die Messung gut geeignete Spaltung zu erzielen, 
z. B. entsprechend 0,6 scheinbaren Butyraseeinheiten, sind bei 
der giinstigen schwach alkalischen Reaktion 40mg Takaenzym 
erforderlich, wahrend die gleiche Gewichtsmenge von getrockneter 





1) IV. Abh., Diese Zs. Bd. 129, S. 12 (1923). 

*) VIII. Abh., Diese Zs. Bd. 138, S. 241 (1924). 

*) IV. Abh., S. 19. 

*) IV. Abh., S. 19. 

5) VIII. Abh., S. 241. 

*) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 324 (1912) und zwar S. 336. 
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Leber etwa 36 B,,-E. und von getrockneter Pankreasdriise | 
z. B. 3320 B.-E. aufweist. Fir dieselbe Wirkung auf Tri- | 
butyrin ist also 60 mal mehr Takaenzym nétig als getrocknete | 
Leber (vom Schwein), 5500 mal mehr als getrockneter Pankreas 7 
(vom Schwein). J 

Uberraschend stark wirkt hingegen das Takaenzym auf ~ 
verschiedene einfache Siureester, Methyl- und Athylester der — 


Mandelsiuregruppe. Hier geniigen fir ahnliche Spaltungsgrade 7 i 
etwa gleiche Gewichtsmengen') Takaenzym wie Pankreas und 7% 


Leber. Da also das Verhaltnis der Mandelsiureesterspaltung i | 
zur Tributyrinhydrolyse etwa 5000fach giinstiger wie bei § 
Pankreaslipase und sogar 60fach héher als bei Leberesterase | 


gefunden wird, ist das Takaenzym als eine Esterase zu be- | 


zeichnen, der verhaltnismiBig schwache lipatische Wirkung i 
eigen ist. 


Konfigurationsspezifitat. 

Auf racemische Ester der Mandelsiure und ihrer Derivate 
wirkt Takaesterase wie die bereits gepriiften tierischen Hydro- | 
lasen mit quantitativer optischer Spezifitit. Aus Mandelsaure- | 
athylester, -Phenyl-methoxyessigsiuremethylester, Phenyl-chlor- |; 
essigsiuremethylester und Tropasiuremethylester entstanden jf 
optisch aktive Saiuren (vgl. Tab. 4), die alle im Drehungssinn | 
mit den Produkten der Verseifung durch Leberesterase tiberein- 
stimmten. : 

Die Ausfiihrung der Versuche war Ahnlich wie in der | 
VILL. Abhandlung; die Hydrolyse erfolgte in kohlensaiuregesattigter 
3°/,iger Natriumcarbonatlésung bei Gegenwart von Toluol im 
Thermostaten von 10—30°. 

Tropasdureester wurde infolge der Verzweigung im Kohlen- 
stofigeriist vom Takaenzym wie von den anderen Esterasen 
schwierig angegriffen. 





1) Auf Buttersiiuremethylester wirkte das Takaenzym, allerdings 
bei py = 6,5, schwiicher als Leberesterase. 200mg Takapriparat = 3,1 B.-[e]. 
bewirkten in 20 Min. mit 50 ccm gesiittigter Methylbutyratlésung (100 ccm 
30°) keine meBbare Hydrolyse, wihrend 1 ccm Leberauszug, enth. 
17 B.,-E., in gleicher Zeit und unter denselben Bedingungen Buttersiiure 
entspr. 1,3 ccm n/10-NaOH frei machte. 
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{ Tabelle 4. 
j Spaltung racemischer Substrate durch Takaenzym. 
g ai S@ . 
4 Dn 7 £3] Ausbeute [7:3 g~ ee , 
Bool =| wHSS| < 
: Substrat 2 3 Blac 35° 4 a) Bemerkungen 
a7] (les Seon] = 
iH | or An” 
"| | Mandelsiureithyl- 
“@| ester, 1g. .| 0,21] 16 | 30 +71 
Bi desgl., 2,5 g 0,5} 16 | 30 +65 
‘Bidesgl., 1g . 0,2| 16 | 30 +74 
Bidesgl, 1g . 0,5 | 20 | 18 +100] 
: jdesgl., 1g . 0,2 | 24 | 18 +115 
| | Phenyl - methoxy- 
| #essigsiuremethy!l- 
4) ester, 1g. 0,4} 22 | 10 +33 |In 50°/,igem Alko- 
q hol pol. 
Fi desgl., 1g . 0,2 | 44 | 10 +33 desgl. 
§| Phenyl-chloressig- 
siuremethylester, 
is. .| 0,2 | 24 | 10 —13 | In 50°/,igem Alko- 
: hol pol. 
desgl., lg . 0,2 | 24 | 10 —13 desgl. 
Tropasiure - me- 
| thylester, 2,02 g| 0,5 | 50 | 10 —22 | Der unverseift zu- 
11 ES rickgew. Ester 
é desgl., 1,5 g 1,0 | 46 | 30 25 zeigte in 2 Vers. 
[a] + 17 bis 18° (in 
ohol. Lésung). 
Herrn Dr. Fr. Memmen, der so freundlich war, die Mehr- 





Be ee a 


'} zahl unserer Versuche nachzuprifen, sagen wir unseren auf- 
richtigen Dank. 








Invertinanreicherung in der Hefe. 


Neunte Abhandlung zur Kenntnis des Invertins. 
Von 


Richard Willstitter, Charles D. Lowry jr. und Karl Schneider. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Mfiinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Mai 1925.) 


Theoretischer Teil. 


PlanmaBige Untersuchungen iiber ,Saccharasegehalt und 
Saccharasebildung in der Hefe“ sind von H.v. Euler?) und 
seinen Mitarbeitern seit dem Jahre 1910 ausgefiihrt worden. 
Sie fanden Ergiinzung durch Arbeiten, die J. Meisenheimer, 
St. Gambarjan und L. Semper’) fiir praiparative Zwecke in 
gréBerem Ma8Sstabe unternahmen. In diesen Untersuchungen 
ist es gelungen, den Enzymgehalt der Hefe durch Fiihrung bei 
der optimalen Giartemperatur von 27° und bei Anwesenheit 
von Phosphor- und Stickstoffverbindungen ansehnlich zu steigern. 





) H. v. Euler u. B. af Ugglas, Sv. Vet, Akad. Arkiv f. Kemi 
Bd. 8, Nr. 34 (1910) und Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1910/11); H. v. Euler 
u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 76, S. 388 (1912); Bd. 78, S. 246 (1912); 
Bd. 84, S. 97 (1918); H. v. Euler u. H. Meyer, Diese Zs. Bd. 79, S. 274 
(1912); H. v. Euler u. H. Cramer, Diese Zs. Bd. 88, S. 480 (1914); 
Bd. 89, S. 272 (1914); Biochem. Zs. Bd. 58, S. 467 (1914); Bd. 67, S. 203 
(1914); H. v. Euler u. E. L6wenhamm, Diese Zs. Bd. 97, S. 286 (1916); 
H. v. Euler, Biochem. Zs. Bd. 85, 8. 406 (1917/18); H. v. Euler u. 
O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 106, 8S. 201 (1919); Bd. 107, S. 269 (1919); 
O. Svanberg, Diese Zs. Bd. 109, S. 65 (1920). 

2) Biochem. Zs. Bd. 54, S. 122 (1918) und Bd. 67, S. 364 (1914). 
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Die Methode war intensive Girung in starker Zuckerlésung, 
tagelang dauernd und mehrere Male wiederholt. Den Stand 
der Methode gibt wohl am besten eine soeben von O. Svan- 
berg’) veréffentlichte Monographie wieder mit folgendem 
,schema der Vorbehandlung der Hefe‘: 


1. Tag 100 Liter (etwa 15°/,ige) Stammwiirze 10 kg Zucker, 28° 


Nae 0,75 kg Ammonphosphat 8:,, = 28° 
3. ” 0,75 9 ” 15 9 99 26° 
4. 5 0,5 ,, 99 10 ,, ” 25° 


und mit dem Ergebnis, daB der Invertinzeitwert der Brauerei- 
hefe vor dieser viertagigen Behandlung 400 und am Ende 90 
betrug. Um genauer die giinstigsten Leistungen anzufiihren, 
die mit der Methode der Girung bei hoher Zucker- 
konzentration in den Handen der friiheren Autoren erzielt 
wurden, bedarf es fiir die Angaben des Eulerschen Labo- 
ratoriums und fiir diejenigen von Meisenheimer je eines 
Schliissels, um die Werte in vergleichbare Form zu bringen. 


Aus den von Meisenheimer angefiihrten Werten fiir die Re- 
aktionskonstante AK der Rohrzuckerhydrolyse und den Hefetrocken- 
gewichten lassen sich die Zeitwerte ableiten nach der Gleichung: 


: 0,619 5 Proz. Trockengew. x 0,2 
ets See ys 0,05 x 100 

Der Rechnung ist nicht der gefundene Mittelwert von K zugrunde 
gelegt, sondern der durch Extrapolation oder Interpolation fiir 75,93 °/, 
Spaltung (ap = + 0°) zu ermittelnde Wert fiir K. Die Extrapolation ist 


nicht in allen Fallen méglich, néimlich in den Fillen nicht, wo K aus 








zu geringem Spaltungsgrade abgeleitet wurde, also bei den Zeitwert- 


berechnungen der invertinarmen Ausgangshefen. In solchen Fallen be- 
rechnen wir K fiir die Umwertung in Zeitwert aus dem angegebenen 
Spaltungsgrad mittels der experimentell gefundenen Kurve des Reaktions- 
laufs. Die Zahlen bedeuten aber dann nur Anniherungswerte. 

Um aus den von H. v. Euler und seinen Mitarbeitern verzeichneten 
Beobachtungen iiber Invertinzuwachs auf die Invertingehalte der Hefen 
(If oder Invertinzeitwert bzw. Saccharasewert) zu schlieBen, wiiren An-. 
gaben tiber die Hefentrockengewichte nétig, die aber leider fehlen. Nur 
unter der Annahme, dab die von H. v. Euler und O. Svanberg?) 
einmal angegebene Zellenzahl 0,16 x 10! von 1g getrockneter Hefe 





*) In Abderhaldens ,,Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden“, 
Abt. IV, Teil 1, Heft 2 (Lieferung 134, 1925) und zwar S. 251. 
*) Diese Zs. Bd. 106, S. 201 (1919) und zwar S. 207. 
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einen Durchsehnittswert darstellt, kénnte man aus Inv. den Zeitwert ab- 
leiten mit der Briicke: 


K x g Zucker K x g Zucker x 0,16 x 10" 


If = o 
' g Trockenhefe Zellenzahl 





= Inv. x 0,16 x 10" 


also 
60,8 
Inv. x 0,16 x 10'! 


Danach ergibt sich fiir Inv. = 10 x 10—" der Zeitwert 380. Da 
aber die Zellenzahl fiir 1g Trockenhefe nur in dem einen Falle an- 
gegeben ist, so handelt es sich bei der Umrechnung der Eulerschen 
Zahlen in Zeitwerte nur um Schitzungen. 


Tabelle LI. 


Invertinzunahme ber. nach Vers. von H.v. Euler undvonJd. Meisenheimer. 





Zeitwert = 








Vorbehandlung bei 


598° Zitat 


Zeitw. Aus- 
gangshefe 
Erzielter 
Zeitwert 








1 | 480 | 5g |3mal je 1 Tag in 500 ccm] 42 | Biochem. Zs. Bd. 54, 


Niahrldés. m. 20 g Fructose Tab. S. 147 

2] 480 | 5g |38mal je 1 Tag in 500cem| 47 | Biochem. Zs. Bd. 54, 
Niahrlés. m. 20 g Invertz. Tab. S. 147 

3 | 280 |400g | 40 Std. in 30 Liter Nahrlés.| 72 | Biochem. Zs. Bd. 54, 
m. 600 g Saccharose Tab. S. 153 

41440] 5g |5mal je 2 Tage in 50cem]| 58 | Biochem. Zs. Bd. 67, 
Bierwiirze Tab. 8. 374 

5 | 650 | 5g |4mal je 1 Tag in 500 cem]{ 57 | Biochem. Zs. Bd. 67, 
Bierwiirze und 2mal je ‘Tab. S. 378 


1 Tag in 500 ccm 2°/)- 
iger Fructoselésung 


6 | 520 | 20 kg] Siehe Schema im Text 94 | Diese Zs. Bd. 109, 
S. 66—69 

7 | 380 Ahnlich Nr. 6 120 | Diese Zs. Bd. 107, 
S. 295 


8 | 500] 1g |24 Std. m. 100 cem Sac-| 
charoselés. u. Nabrsalzen 


48 Std. m. 100 cem Sac- 
charoselés. u. Nahrsalzen 


24 Std. ohne Zusatz 18 | Diese Zs. Bd. 106, 
S. 282 
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GemaiB den auf solche Weise umgerechneten bisherigen 
Beobachtungen, welche die Tabelle I verzeichnet, ist der In- 
vertingehalt der Bierhefe, fiir den wir durchschnittlich einen 
Zeitwert 330 finden, durch die intensive Giarfiihrung nach 
H. v. Euler und nach J. Meisenheimer zu Zeitwerten von 
120 bis 42 gesteigert. Derart war das Ausgangsmaterial fir 
die Invertinpraiparate von Meisenheimer und besonders fir 
die des Stockholmer Laboratoriums. In unseren Arbeiten iiber 
Invertin ist bis vor kurzem von dieser aussichtsreichen Methode 
kein Gebrauch gemacht worden, weil uns auch nach dem Ende 
des Krieges Zucker jahrelang nicht verfiigbar war. Die Minder- 
wertigkeit des Ausgangsmaterials, auf das wir uns bei den 
praparativen Versuchen angewiesen sahen, war der Ausbildung 
der Verfahren zur Isolierung der Enzyme forderlich. Nachdem 
nun die Adsorptionsmethode in der Anwendung zur Invertin- 
darstellung zu einem gewissen Abschlu8 gediehen, erschien es 
wertvoll, enzymreiches Ausgangsmaterial zu verarbeiten, um 
die ausgebildeten Methoden an den geeignetsten Hefen und 
Autolysaten zu erproben und weiter zu entwickeln. Auf diesem 
Wege waren Vereinfachungen der Methoden zu erwarten. Ein 
hauptsichliches Ziel dieser Untersuchung ist die Anreicherung 
der Saccharase im Verhialtnis zu den ihr am nichsten stehenden 
Stoffen, z. B. den begleitenden Enzymen, die am schwersten 
abzutrennen sein werden. 

Einen noch zu wenig beachteten Umstand fanden wir 
fir die Invertinanreicherung in der Hefe wichtig. Sie ist 
von dem physiologischen Zustand, von der spezifischen Energie 
des lebenden Pilzes abhangig und zwar so, daB Hefe, die in 
der Brauerei eine gréfere Zahl von Garungen durchgemacht 
hat, schlechter zur Enzymbildung taugt als Hefe nach nur 
wenigen Garfiihrungen. Waihrend einer Anzahl von Garungen 
im Brauereibetrieb erfolgt, trotzdem diese bei sehr niedriger 
Temperatur langsam verlaufen, Degeneration der Hefe, derent- 
wegen sie in der Brauerei aus dem Betrieb ausgeschaltet wird. 
Ubrigens verschlechtert sich auch im Laufe der Girungen 
der Invertinzeitwert der Hefe, den wir bei einem Teilstamm 
von 148 (Zeitwert im Zustand der Reinzuchtfiihrung) bis 290 
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(nach 7 Garungen in der Brauerei) verfolgt haben. Diese Be- 
obachtung muB neben der Erfahrung von H. v. Euler erwahnt 
werden, der mit seinen Mitarbeitern die Inversionsfahigkeit 
einer Stockholmer Unterhefe H wihrend 12 Jahre verfolgt und 
eine sehr bemerkenswerte Konstanz 

If = 15 x 107°, d.i. Zeitwert 405 
festgestellt hat.') ,,Keinesfalls diirfte man friher vorausgesetzt 
haben, daB sich ein ,normaler‘ Enzymgehalt eines Stammes 
von Mikroorganismem mit solcher Genauigkeit angeben laBt.‘ 
Dazu bemerkt H. v. Euler einschrankend: ,,Es muB hier 
hervorgehoben werden, da8 von der Konstanz einer Enzym- 
wirkung in lebenden Zellen von Mikroorganismen nur insofern 
gesprochen werden kann, als diese Zellen die gleiche oder an- 
nahernd gleiche Vorgeschichte besitzen, besonders unter ver- 
gleichbaren Kulturbedingungen, Zusammensetzung der Nihr- 
lésung, Temperatur, Aciditaét gewachsen sind.“ 

Der fiir die giinstigste Invertinbildung in der Hefe ent- 
scheidende Umstand ist die Art und Weise der Girfiihrung. 
Die bisher beobachtete Enzymvermehrung wird weit iiberholit, 
wenn man, statt die Hefe in starker Zuckerlésung zu fihren, 
eine Girfiihrung mit minimaler Zuckerkonzentration 
anwendet. Wenn auch der lebende Pilz je nach seinem 
spezifischen Energiezustand sich von Fall zu Fall etwas ver- 


Tabelle II. 


Invertinvermehrung bei Girfiihrung mit geringster Zuckerkonzentration. 























: Zeitwert Erreichte Zeitwerte wihrend der : 

Nr. {| der Aus- Girfihrung Invertin- 

vermehrung 
qengenete Zwischenbestimmung Endwert 

1 148 3 Std. 40°), Zucker 36 17,5 8,5 fach 
2 165 ee es 42 15 reap 
3 216 Bey AO on 41 18 ape 
4 278 i we. 41 19 “7. 
5 290 1"/, ” 20 ” ” 56 21 13,8 ” 














1) H. v. Euler, ,,Chemie der Enzyme“, I. Teil, III. Aufl. Miin- 
chen 1925, S. 401. 
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schieden verhalt, so ist das neue Verfahren doch gut reprodu- 
zierbar. In 2—3 Stunden mit 20—30 Proz. Zucker werden die 
bisher besten Zeitwerte erreicht, in einem Tag die Endwerte 
des Invertingehaltes, nimlich Zeitwerte zwischen 15 und 22, 
also 16fach bessere als bei unserem bisherigen Ausgangs- 
material. Einige Beispiele sind in der voranstehenden Ubersicht 
angefihrt. 

Merkwiirdige Aufschliisse iiber die Enzymbildung in der 
Hefe gewihrt uns der Vergleich zwischen dem Anwachsen des 
Invertingehaltes und der Anderung anderer, der Messung zu- 
ginglicher enzymatischer Leistungen. Ks war aus den Unter- 
suchungen von H. v. Euler, D. Johansson und O. Svanberg 
schon bekannt, daB mit dem Invertinzuwachs keine Zunahme 
an Giarkraft einhergeht. Auch in unsern Versuchen blieb das 
Girvermégen bei héherem Anwachsen des Invertingehalts un- 
verandert. Aber auch die einfachen Hefeenzyme machen die 
Anreicherung der Saccharase nicht mit. Wir finden die 
Maltase («-Glucosidase) nur um ein geringes vermehrt, 6-Glu- 
cosidase am Ende des Versuchs, wie zu Beginn, fehlend, die 
proteolytischen Enzyme, abweichend von den Folgerungen, die 
H. v. Euler und K. G. Dernby?) aus der Geschwindigkeit der 
Hefenautolyse zogen, so gut wie unverindert. Das Verhiltnis 
der Saccharase zu den sie begleitenden Enzymen wird also 
fast in dem MaBe ihrer Anreicherung verbessert. 

Die spezifische Zunahme der Saccharase und ihre Ab- 
hangigkeit von der méglichst geringen Zuckerzufuhr bei der 
Garfihrung liefert Anhaltspunkte hinsichtlich des Vorgangs 
der Enzymbildung in der giarenden Hefe. 

Das neubearbeitete Handbuch ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“ 
von C. Oppenheimer schreibt*) tiber diese Frage: ,,Wie aus den 
Arbeiten von Fernbach und besonders den modernen Arbeiten von 
Euler und Meisenheimer hervorgeht, ist die Produktion der normalen 
Fermente im ganzen iiberhaupt vom Ernihrungszustande abhiingig. 


Werden die Zellen gut ernihrt, so bilden sie auch kraftige Fermente.“ 
Die Erfahrungen mit der Brauereihefe widersprechen dieser Ansicht. 





1) Diese Zs. Bd. 89, S. 408 (1914) und zwar S. 416. 
2) §. 420. 


sax 2 
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Das Handbuch fihrt ferner aus einer alteren Eulerschen Arbeit an‘). 
Durch Ziichtung auf stickstoffhaltiger (Lindnerscher) Nahrlésung wird 
nicht nur die Invertasebildung gesteigert, sondern alle vitalen Prozesse. 
Die selektive Zunahme der Saccharase steht damit nicht in Einklang. 
In einer neuern Untersuchung kommt H. v. Euler indessen zu der Auf- 
fassung*), ,,daB es sich hierbei um eine Synthese handelt, zu welcher 
die durch die Girung zu liefernde Energie ebenso notwendig ist, wie 
iiberhaupt zur Bildung von Protoplasma in Hefezellen“. AuBer der 
Beziehung zur Girungsenergie, die gewiB keine einfache ist, sucht 
H. v. Euler einen Zusammenhang der Invertinbildung mit dem Wachs- 
tumsvorgang auf.§) ,,Dabei hat sich gezeigt, daB diese Vermehrung 
des Enzymgehalts mit der Wachstumsfihigkeit der Zelle zusammen- 
hingt, indem die Zellen ihren normalen Saccharasegehalt nur wiahrend 
der Periode der Vermehrung iiberschreiten. Eine Einschrinkung 
dieser Betrachtung diirfte aber in folgender Darstellung von H. v. Euler‘) 
liegen: ,,DaB die Enzymbildung mit dem Wachstum keineswegs parallel 
zu gehen braucht, zeigten die Versuche von Cramer und Palm. So 
verliuft nach Cramers Versuchen die Invertasebildung in einer lactose- 
haltigen Nahrlésung, in der nur sehr geringes Wachstum stattfindet, 
quantitativ ebenso, wie in einer Glucoselésung, in der sich die Zellen 
normal vermehren. Andererseits kommt, wie Johansson und Palm 
festgestellt haben, nicht selten Wachstum ohne Enzymbildung vor.“ 
Die Hefe bildet Invertin am schnellsten und reichlichsten, 


wenn sie, geeigneten physiologischen Zustand vorausgesetzt, 
irgendeinen Zucker bei minimaler Konzentration vergirt. Die 
Enzymbildung ist in iiberraschendem MaBe selektiv. Es liegt 
also nicht einfach erhéhte Vitalitaét vor. Durch die Darbietung 
girbaren Zuckers wird auf die Hefe ein Reiz ausgeiibt, sie 
scheint dadurch in einen Zustand der Girbereitschaft versetzt 
zu werden. In diesem Zustand empfingt sie dauernd einen 
im Vergleich zu den iblichen Garbedingungen nur geringe 
Menge von Zuckermolekiilen. Unter den Bedingungen unserer 
Methode treten in eine Hefezelle in der Sekunde etwa 1,3 x 10’ 
Molekiile Rohrzucker ein, um vergoren zu werden, wiahrend 
unter den Bedingungen der Girfihrung nach H. v. Euler 
(Tab. I, Nr. 8) der einzelnen Hefezelle 1,0 x 10! Zuckermolekiile 
dargeboten werden. 





1) §. 548. 

*) Biochem. Zs. Bd. 85, S. 406 (1917) und zwar S. 407. 

5) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3583 (1922) und zwar S. 3596. 

4) Biochem. Zs. Bd. 85, S. 407 (1917) und zwar S. 408—409. 
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Da bei geringer Zuckerzufuhr mehr Invertin neugebildet 
wird als bei reichlicher, so scheint es der Erregungszustand 
bei der limitierten Garung zu sein, welcher der Enzymneu- 
bildung zugute kommt. Eine ebenso ritselhafte wie wichtige 
Erscheinung ist die Vereinzelung, mit der die Hefe eben die 
Saccharase vermehrt. Diese nimmt im enzymatischen Apparat 
des Pilzes eine Ausnahmestellung ein. 


Invertinbildung wahrend der Autolyse. 


Das von der quantitativen Bestimmung angezeigte Invertin 
in der gefiihrten Hefe ist wirklich vorhandene Enzymmenge. 
Es gelingt mit geeigneten Verfahren der Autolyse das nach-- 
> gewiesene Invertin in einer Ausbeute von 90—100°/, in einem 
> Tage oder sogar in einem halben zu isolieren. In unserer ersten 
) Arbeit iiber Invertin waren wir der merkwiirdigen Erscheinung 
begegnet?), daB die Ausbeute an Invertin oft gré8er ist, als 
der Invertingehalt der Hefe. Sie betrug in manchen Fallen 
130—205 °/,. Der Enzymzuwachs trat namentlich ein bei 
+ Autolyse unter Zusatz von Ammonphosphat. Auch bei der 
> Isolierung von Maltase?) wurde eine derartige Zunahme beob- 
* achtet; die Ausbeuten waren ,mitunter tiber die Menge in der 
> Hefe weit hinausgehend“. Bei der Bestimmung von Maltase 
> in maltasearmen Hefen muBte wegen der langen Bestimmungs- 
4 dauer der Enzymzuwachs beriicksichtigt werden: ,,[n solchen 
> Fallen werden fiir eine solche Hefe zwei Zeitwerte verzeichnet: 
‘J ein durch Extrapolieren fiir den Zeitpunkt des Bestimmungs- 
1 anfangs abgeleiteter und ein fiir das Ende der Bestimmungs- 
+ dauer gefundener“, z. B. 230 und 125. 

] Auf diese Erscheinung fallt nun Licht durch die Er- 
4 fahrungen iiber Garung mit minimaler Zuckerkonzentration. Die 
q | Bedingungen solcher Giarung sind bei der sogenannten Selbst- 
| garung in der Zelle gegeben wihrend der langsamen Abtétung 





4  R. Willstatter u. F. Racke, I. Abh. Zur Kenntnis des In- 
‘}vertins, Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 1 (1920/21) und zwar z. B. S. 35, 
446 und 47. 

4 *) R. Willstatter u. W. Steibelt, Diese Zs. Bd. 111, S. 157 (1920) 
“Jund zwar S. 169; Bd. 115, S. 199 (1921) und zwar S. 204 und 210. 
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der mit Wasser verdiinnten Hefe bei dem Verfahren der Invertin- 7 
freilegung!); ,,Die frische PreBhefe wird in das gleiche bis © 
doppelte Volumen Wasser eingetragen, mit 5—10°/, ihres © 
Gewichtes an Toluol vermischt und nach kriftigem Durch. ~ 
schiitteln, das man alle Tage wiederholt, bei Zimmertemperatur 7 
47 Tage der Autolyse iiberlassen. Nach wenigen Stunden 
setzt unter betrachtlicher Gasentwicklung Selbstgirung ein, 
die bis zum folgenden Tage beendet ist.“ Die Invertinbildung 
in diesen Fallen ist nicht, wie friiher angenommen worden, 
eine postmortale, sondern sie geht, wohl verkoppelt mit der — 
Garung der Inhaltskohlenhydrate, der Abtétung der Hefe 
voraus, ahnlich wie die bei Dialyse von Pflanzenwurzeln beob- 
achtete Peroxydasebildung.*) ,,Der Zuwachs der Peroxydase © 
unter den geschilderten Bedingungen beruht auf der noch fort- | 
dauernden Lebenstitigkeit der Pflanzenzelle“. q 


Experimenteller Teil. 


Invertinbildung durch Girung bei minimaler 
Zuckerkonzentration. 


Die in der Einleitung gewiirdigten Untersuchungen iiber © 
Enzymbildung in der Hefe haben als Methode die Hefeftihrung © 
unter Vergirung konzentrierter Zuckerlésung bei hoher Tem- 
peratur ausgebildet. Von den heftigen Girungen, die man 
24 Stunden dauern und auslaufen lat, werden vier aufeinander- 
folgende ausgefiihrt. Es sind meistens 2°/,ige bis mehr als 
15°/,ige Zuckerlésungen, worin die Hefe gefiihrt wird, und 
die alle verhiltnismaBig konzentriert zu nennen sind. Dagegen 
beruht unsere Methode der Invertinvermehrung auf Girfiihrung 
bei minimaler Zuckerkonzentration. Von alteren Erfahrungen 
iiber die giinstigen Hinfliisse der hohen Girtemperatur und 
der Zusitze von mineralischen Niahrsalzen sowie Stickstoff- 
verbindungen wird dabei Nutzen gezogen. 

Neben dem entscheidenden Faktor der niedrigsten Zucker- 
konzentration ist noch ein zweiter Umstand wichtig, d.i. die 
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1) I. Abh. a. a. O. und zwar S. 53. 
*) R. Willstatter, Ann. d. Chem. Bd. 422, S. 47 (1920) u. zwar S. 53. 
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Auswahl der Hefe, genauer ihres Enwicklungszustandes, namlich 
die Beriicksichtigung des geeigneten Zustandes hinsichtlich 
ihrer spezifischen Lebensenergie. Das Material von unter- 
giriger Brauereihefe, das uns bisher fiir die Arbeiten iiber 
Invertin diente, war die zum Verkauf bestimmte Abfallhefe 
der Brauerei. Es hat sich nun gezeigt, daB die von der Rein- 
zuchthefe und der Stammwiirze der Hefefiihrung entnommenen 
Teilstamme sich so lange besonders gut zur Enzymvermehrung 
eignen, als sie nur wenige oder eine maBige Anzahl von 
Fihrungen im Brauereibetrieb durchgemacht haben. Wenn 
die Teilstimme der Hefe dann eine gréBere Zahl von Girungen 
geleistet haben und durch Degenerieren, sei es infolge geringer 
Girkraft, sei es wegen schlechten Absitzens fiir die Brauerei 
untauglich geworden sind, dann kann man damit noch leicht 
Invertinzunahmen, wie sie bisher beschrieben worden sind oder 
auch bessere, erzielen, aber doch lange nicht so giinstige 
Invertingehalte wie mit Hefen, die fir die Brauerei noch ganz 
tauglich sind. Die Bezeichnung der angewandten Hefen z. B. 
Re 10/VI gibt an, daB der zehnte Teilstamm der Reinzucht- 
hefe Re durch sechs Girungen gefiihrt worden ist. Die Ab- 
fallhefen pflegen nach 7—30 Fiihrungen ausgeschaltet zu werden. 
Hefe, die schon fiir 4—7 Fihrungen gedient hat, war noch 
gut geeignet fiir die Invertinanreicherung. Die folgende Tab. ITI 
zeigt in gleichlaufenden Versuchen, die unter ahnlichen Be- 
dingungen wie spiater beschrieben ausgeftihrt wurden, die Uber- 
legenheit einer girungstauglichen Hefe gegeniiber der Abfallhefe. 


Tabelle IIL. 
Invertinanreicherung in Reinzuchthefe und Abfallhefe. 


i] 
i 











Abfallhefe, Zeitwert 417 Hefe Re 10/VI, Zeitwert 284 
11/,Stdn. 80°/, Zucker 161 11/,Stdn. 20°/, Zucker 104 
ley 70%, 125 54, 60% =» 45 

10 ” 110 %/, ” 123 16 ” 100 °/, ” 28 
Abfallhefe, Zeitwert 300 Hefe Re 10/V, Zeitwert 236 
9Stdn. 30°, Zucker 95 8Stdn. 33°/, Zucker 45 

19 ,, 48°, 4 71 19 ,, 58°, 36 
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Die in der Brauerei nur wenige Male gefiihrten Hefen 
erwiesen sich von Anfang an invertinreicher als Hefe nach 
zahlreichen Fiihrungen. Fiir die Abfallhefe der Léwenbrauerei 
hatten wir 1918—1920 den durchschnittlichen Invertinzeit- 
wert 341, 1920—1922 im Durchschnitt 328, 1923—1924 
ebenso 331 gefunden. Eine Hefeprobe der Reinzuchtfiihrung Re 
wies dagegen den giinstigen Zeitwert 148 auf. Der Zeitwert 
verschlechterte sich im Brauereibetrieb und zwar zu 278—290 
im Laufe von 5—7 Fiihrungen. Der durchschnittliche Wert 
der verschiedene Male gefiihrten Teilstimme betrug 218. 


Re 0 15/Il 15/IIL 13/IV 12/IV 12/V 12/VI 10/VI 10/VII 
148 165 165 187 216 278 280 284 290 


Fiir die Tauglichkeit ist aber nicht der Anfangsinvertin- 
gehalt bestimmend; Hefe, deren Zeitwert in wenigen Fiihrungen 
auf 278—290 und zu noch ungiinstigeren Werten gelangt 
war, zeigte sich auch noch gut brauchbar. Die Steigerung der 
Invertingehalte solcher Hefen, die aus den Beispielen der 
Tab. IV und einem in den Figuren ersichtlichen weiteren Bei- 
spiel zu ersehen ist, beliuft sich auf das 8—15fache. Bei 
ungiinstigen Anfangswerten einer zur Enzymanreicherung taug- 
lichen Hefe steigt der Invertingehalt auf das 183—15 fache an, 
bei Hefen von besonders giinstigen Anfangswerten aufs 8 bis 
10fache. Die Fihrung bei minimaler Zuckerkonzentration 
ergibt nach 8—24 Stunden, selten schon nach 5 Stunden, End- 
werte von 22—15, die sich nicht weiter verbessern lassen. 
Aber schon nach 3—4 stiindiger Fiihrung mit einem Verbrauch 
von nur 30—40°/, der PreBhefe an Zucker werden Zeitwerte 
von 40—30 erreicht. Wahrend uns also bisher unvorbehandelte 
Hefe vom Invertinzeitwert 300 (Saccharasewert 0,0033) als 
gutes Ausgangsmaterial gedient hat, steht nunmehr nach einer 
gut reproduzierbaren, kurzen Vorbehandlung Hefe vom Zeit- 
wert 20 oder noch invertinreichere (S.W. mindestens 0,05) zur 
Verfiigung. 

Der TemperatureinfluB ist bei der Fiithrung mit minimaler 


Zuckerkonzentration geringer als mit hoher. Wie in den Ver- |) 
suchen von H. vy. Kuler und J. Meisenheimer war die Tem- |} 
peratur yon etwa 27° die giinstigste. Bei 20° war das Er- | 
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gebnis in bezug auf die Geschwindigkeit der Invertinvermehrung 
und hinsichtlich des Endwertes etwas weniger giinstig. Bei 
hoher Temperatur (32°) fanden wir abweichend von den friiheren 
Autoren einen fast ebenso giinstigen Verlauf wie bei 27°. Unter 
den Bedingungen der Alteren Fiihrung mit hoher Zucker- 
konzentration wird die ohnedies zu rasche Garung noch wesent- 
lich beschleunigt, waihrend die Temperaturerhéhung auf die 
Girung bei geringster Zuckerkonzentration wenig LEinfluB 
haben kann. 

Auch die Wasserstoffionenkonzentration hat in einem 
weiten Bereich keinen Einfluf8. Wir finden unter unseren Ver- 
suchsverhaltnissen ein Gebiet von p, = 4,5—7,0 fir die In- 
vertinbildung optimal, wihrend H. v. Euler und O.Svanberg! 
mit viel weniger Hefe in einer gegebenen F'liissigkeitsmenge 
und mit viel Zucker ein Maximum der Enzymbildung bei 
Py, = 5—6 beobachten. 

Unter den Bedingungen unserer Girfihrung erfolgt keine 
oder nur geringe Hefevermehrung. 

Die Hefelieferungen wurden zur Aufbewahrung nicht ab- 


G filtriert, sondern besser im Biere abgekihlt und kalt auf- 





bewahrt; sie blieben unter diesen Umstinden 7—10 Tage ohne 
Anderung der Zeitwerte und ohne merkliche Anderung des 
Verhaltens brauchbar. 










































































: | 7 r : 4 
_ te Bot 
a & \ : ! 

i } i | 

Se | 

<> 
+. 
i 
2 % oxeit tn Std? 72 % I ro 20 22 <¥ 26060 628 


Fig. 1. Abhdingigkeit der Invertinvermehrung von der Zeit. 








1) Diese Zs. Bd. 106, S. 201 (1919) und zwar S. 235; H. v. Euler, 
Chemie der Enzyme“, I. Teil, 3. Aufl. (Miinchen 1925), S. 403. 
12* 
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Fig. 2. Abhingigkeit der Invertinvermehrung von der Zuckermenge. 





Girfihrung: 200 g abgepreBte Hefe werden in 4 Liter 
Nahrsalzlésung eingetragen, die in einem 10-Liter-Filtrier- 
stutzen auf 28° vorgewirmt ist. Sie enthalt je 8 g primires 
Kaliumphosphat und primaéres Ammonphosphat, sowie je 2 ¢g 
Kaliumnitrat und wasserhaltiges Magnesiumnitrat. Die Fliissig- 
keit wird mit mechanischer Riihrung in starker Bewegung 
gehalten. Das GefiB befindet sich in einem elektrisch ge- 
heizten Bade, das die Temperatur waihrend der Versuchsdauer 
auf 27° halt. 20 */,ige Rohrzuckerlésung tropft aus einer 
tubulierten Flasche durch eine Capillare ein und zwar so, 
daB 100 ccm Lésung (10°/, Zucker bezogen auf das Gewicht 
der abgepreBten Hefe) in einer Stunde einflieBen. Nach je 
2—3 Stunden trennt man zweckmiBig die Hefe von der alkohol- 
haltigen Fliissigkeit und erneuert die Nahrlésung. Man kann 
nach den ersten 2 Stunden noch leicht dekantieren, nach einer 
Fiihrung von 3 Stdn. gewohnlich nicht mehr, oder nur manchmal 
auf Zusatz von kaltem Wasser. Dann pflegen wir die Abtrennung 
mit der Zentrifuge auszufiihren, zweckmaBig mit einer Uber- 
laufzentrifuge von Haubold. Zumeist wird die Fiihrung so 
vorgenommen, daB in 5—8 Stunden 50—80°/, Zucker ein- 
tropfen, sodann durch eine engere Capillare weitere 10—20 °/, 
iiber Nacht. Die iibliche Versuchsdauer betrigt etwa 17 Stdn., 
die giinstigsten Werte wurden allerdings erst nach noch etwas 
lingerer Fiihrung erreicht (vgl. die Beispiele 8a und 8c). 

Bei der beschriebenen Girfiihrung bleibt die Hefe bis 
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zum Ende der iiblichen Versuchszeit in sehr gutem Zustand; 
sie behalt normalen Geruch und sie setzt sich nach kurzen 
Giirungen oft ebensogut wie zu Anfang ab. Die Invertin- 
gehalte zeigen nach Erreichung der besten Zeitwerte im all- 
gemeinen einen ganz langsamen Riickgang, der nicht weit- 
gehend zu sein pflegt und geringer ist, als bei den von 
J.Meisenheimer beschriebenen 4—5 Tage und noch linger 
dauernden starken Girungen.’) 

Hinige Beispiele der Tab. II zeigen folgende Verschlechte- 
rung der Invertinzeitwerte: 



































Beispiel 5 Beispiel 7a Beispiel 7c Beispiel 7b 
17Std., 18 6,5 Std., 24 22 Std., 22 41 Std., 20 
— £2 to 2 24 ,, 26 48 ,, 23 


Ks kommt daher bei giinstigen Fiihrungen vor, daB das 
Optimum des Invertingehaltes in die Beobachtungspause der 
Nachtzeit fallt. 

Bei dem Riickgang der Enzymgehalte lieB sich in der 
phosphathaltigen AuBenflissigkeit Invertin nachweisen, in einem 
Falle etwa die Hilfte der Menge, welche die Hefe nach Er- 
reichung des optimalen Wertes verloren hatte. In einem anderen 
Falle, bei einem Zeitwert von 19,4 nach 18,4 beim Auf- 
bewahren iiber Nacht in Wasser, wurde etwa die ganze der 
Hefe fehlende Invertinmenge in der AubBenfliissigkeit nach- 
gewlesen. 

Mit den in der Vorschrift angegebenen Zuckermengen war 
der Erfolg der beste. Beim Zutropfen der doppelten Zucker- 
mengen in denselben Zeiten war der Enzymzuwachs nicht 
héher, weniger Zucker war unzureichend. 

Die Erfahrung, da8 die Enzymbildung unter den Be- 
dingungen schwacher Girungen mehr geférdert wird als bei 
intensivem Girverlauf, ist aus vielen vergleichenden Versuchen 
hervorgegangen. Dabei hat es sich gezeigt, daB auch unter 





1) Aus den Angaben von J. Meisenheimer u. L. Semper 
(Biochem. Zs. Bd. 67, S. 374 [1914]) berechnen wir sinkende Invertin- 
gehalte zum Beispiel von Hefezeitwert 58 zuriickgehend auf 80. 


A es ot Pas ae 
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Zeitwerte von Hefe Re 10/VI (Anfangszeitwert 284). 








Versuchsdauer| 1 Std. 3 Std, 51/, Std. 16 Std. 22 Std. 


Mit gewohnl. 
Zuckermenge | 20°/,; 100} 40°/o; 57 | 60°/,; 35) 100°/,; 27] 120°/,; 25 
Mit doppelter 
Zuckermenge | 40°/,; 119] 80°/,; 49 |120°/,; 41] 200%,; 29 aie 
Mit halber 
Zuckermenge | 10°/,; — 4 20°/,; — | 30°/); 574 50°/,; 37 o 























den Versuchsbedingungen von H.v. Euler sowie von J. Meisen- 
heimer etwas bessere Invertinzeitwerte erreicht werden kénnen, 
wenn das Erfordernis eines giinstigen Energiezustandes der 
Hefe erfiillt ist. 

Mit einem gut brauchbaren Hefematerial Re 13/IV ver- 
glichen wir die Garung mit zutropfender Zuckerlésung und 
stiindlichem Eintragen von 10°/, Zucker. In letzterem Falle 
war der Invertinzuwachs beim Zeitwerte 50 in etwa derselben 
Zeit beendet, die zur Erzielung eines viel giinstigeren Invertin- 
wertes nach der neuen Methode hinreichte. 

















2 Std., 20 °/, | 4-5 Std., 40°, | 6-7 Std., 60%, 
Zucker Zucker Zucker 
Mit zutropfendem Zucker 65 80 24 
Stiindlich 10 °/, ' 76 52 50 











Die von J. Meisenheimer gepriifte Methodik von H. v. 
Euler und D.Johansson, die in der Untersuchung von 
J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper die giin- 
stigsten Zeitwerte (42 und 47) ergeben hatte, fihrte mit unseren © 
besten Hefeproben Rc 15/II und Re 15/III in 70 Stunden mit — 
200°), Zucker zum Zeitwert 42, wihrend wir mit 50—100°/, | 
Zucker in 5—32 Stunden zu Invertinzeitwerten von 15, 18, 
19 und 20 gelangen konnten. 

5 g Hefe Re 15/II und Re 15/III wurden in 500 ecm Niahrlésung, 
enthaltend 10 g Zucker, 2,5 g KH,PO,, 0,12 g MgSO, -7H,O und 2¢ 
Asparagin, bei 28° geftihrt. Nach 70 Stunden betrugen die Zeitwerte — 
42,5 und 42,2. d 

Wie in den ilteren Versuchen, so laBt sich in unserem | 
Verfahren der Rohrzucker durch Traubenzucker ohne Anderung 


F * 
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der Geschwindigkeit und des Endwertes der Invertinbildung 
ersetzen. Mit rohem Riibenzucker war das Ergebnis etwas un- 
ginstiger als mit gereinigtem. Mit Malzzucker wurde ge- 
ringerer Invertinzuwachs gefunden als mit Rohrzucker. Lac- 
tose ist fiir die Invertinbildung unbrauchbar, im Gemisch mit 
Rohrzucker ist sie ohne EinfluB; auch Glycerin ist nutzlos. 

















Zeitwerte bei St 
Girfihrung 
mit Saccharose . . 41 | 31 ee 19 3 
Hefe Re 12/V mit Glucose. .. . eee ees 21 
mit Saccharose. . . 42 | 28 24 
Hefe Re 15/II { mit Glucose. .. . 43 24 24 
mit Maltose. . . . 58 — 63 





Lagerung der Ausgangshefen in konzentrierter Zucker- 
lésung oder in verdiinnter Phosphat- und Nitratlésung be- 
wirkte wohl einiges Ansteigen der Invertingehalte. Die Vor- 
behandlung mit Zuckerlésung hat aber auf die Invertinbildung 
bei nachfolgender Giarfiihrung einen ungiinstigen KinfluB, nicht 
die mit Phosphat. 

Hefen, die zu Invertinwerten von 27 bis 20 gefiihrt waren, 
lieBen sich durch Lagern wahrend einiger Stunden in 50°/,iger 
Glucose- oder Saccharoselésung um 2—5 Einheiten des Zeit- 
wertes verbessern. 

Hefe Re 12/V vom Zeitwert 24 verbesserte sich in 2 Beispielen in 
3 Stunden zu 21 und weiter zu 20 und 19. Re 12/VI vom Zeitwert 27 
ergab 24, Re 13/IV vom Zeitwert 27 ergab 22, Re 15/III vom Zeit- 
wert 20 ergab 18. 

Andererseits waren die zu den héchsten Invertingehalten 
gefiihrten Hefeproben sehr empfindlich; sie zeigten unter den- 
selben Bedingungen Riickgang, z. B. von 18 auf 20 und 28. 

Ahnliches Verhalten beobachteten wir beim Lagern der 
invertinreichen Hefen bei 20° in der alkoholhaltigen Nahr- 
salzléisung. In einem bis zwei und vier Tagen verbesserten 
sich Zeitwerte von 27 und 25 und 22 auf 19 bzw. 21 und 20. 
Auch beim Lagern in Wasser kamen, vielleicht nur durch 
Exosmose von Inhaltsstoffen der Hefe, kleine Zeitwert- 
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verbesserungen vor. Aber diese Erscheinung ist unsicher, wie 
die Zunahme in konzentrierter Zuckerlésung. Ejinige Hefe- 
proben waren empfindlich, nimlich solche vom Zeitwert 15 
und 17,4 verschlechterten sich schon in einem halben und 
ganzen Tag zu 21 baw. 27. | 

Die im beschriebenen Verfahren angeratene wiederholte 
Abtrennung der Hefe von der alkoholhaltigen Nihrlésung hat 
einen giinstigen Einflu$8, der deutlich wenn auch nicht be- 
deutend ist. Bequemer ist das Verfahren ohne Unterbrechung 
durch Dekantieren oder Abzentrifugieren der Hefe. Die In- 
vertinzunahme ist aber dann etwas geringer als unter den an- 
gegebenen Bedingungen. Die nachteilige Wirkung der alkohoi- 
haltigen AuBenfliissigkeit scheint hauptsichlich auf ihrem 
Alkoholgehalt zu beruhen. Setzt man nimlich jedesmal nach 
dem Dekantieren die dem vergorenen Zucker entsprechende 
Alkoholmenge zur neuen Niahrlésung hinzu, so bleibt die In- 
vertinvermehrung auch etwas hinter dem unter iiblichen Be- 
dingungen ausgeftihrten Vergleichsversuch zuriick. 

In der angewandten Niahrlésung haben die Mineralsalze 
giinstige Wirkung. Mit Kalium- und Ammoniumphosphat ohne 
die Nitrate scheint das Ergebnis nur um ein Geringes un- 
giinstiger zu sein, Vermehrung der Phosphatmenge ist ohne 
HinfluB. Durch Weglassen der Stickstoffverbindungen wird die 
Enzymbildung benachteiligt; aber Zusatz organischer Stickstoff- 


verbindungen zum angewandten Ammoniumphosphat (gegebenen- 4 


falls zusammen mit Nitrat), nimlich von Harnstoff, Glykokoll, 
Pepton oder Nucleinsiure, waren ohne Nutzen, sie schienen 
sogar den Invertinzuwachs zu hemmen. 


Andere Enzymgehalte wihrend des Invertinzuwachses. 


Maltase. 


Fiir die Bestimmung des Maltasegehaltes in der Hefe q 
haben R. Willstitter und W. Steibelt}) eine Methode ge- | 
schaffen, die auf Abtétung und Verfliissigung der Hefe durch q 





1) Diese Zs. Bd. 111, S. 157 (1920) und zwar S. 168. 
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Essigester, Neutralisation der gebildeten Siure und Hinstellung 
des fiir Maltase giinstigen p,, = 6,8 beruht. Verschiedene nach 
diesem Verfahren analysierten Miinchener Brauereihefen zeigten 
im Maltasegehalt viel gréBere Differenzen als die im Invertin- 
gehalt vorkommenden. Die Maltasezeitwerte der untersuchten 
untergirigen Bierhefen lagen zwischen 29 und 195, diejenigen 
der Léwenbrauereihefen betrugen ungefihr 29—33. 

In unseren Versuchen wurde der Gang der Maltasezeitwerte 
waihrend der weitgehenden Saccharasevermehrung verfolgt und 
zwar genau nach der Bestimmungsweise von R. Willstitter 
und W. Steibelt, die sich bewahrt hat. Die zur Invertin- 
anreicherung geeignetsten Hefeproben, deren Anfangsinvertin- 
gehalte besonders giinstig waren, wiesen Anfangsmaltasegehalte 
auf, welche die friiher beobachteten nicht iibertrafen (nimlich 
25—39). Bei der Giarfiithrung mit niedrigster Zuckerkonzen- 
tration und zwar mit Rohrzucker oder Traubenzucker oder 
Malzzucker hat sich dann ergeben, daB wahrend der etwa 
10 fachen Verbesserung des Invertingehaltes die Maltase dfter 
ein wenig zunahm z. B, um 1/, bis 4/,, nimlich um 3/,, wenn 
der Anfangswert schon hoch war (25), um ‘/,, wenn der An- 
fangswert weniger giinstig war (39). Die giinstigsten Maltase- 
zeitwerte, die in den Versuchen der Enzymbildung erreicht 
wurden, liegen zwischen 17 und 20. Die Maltasezunahme ist 
also verhiltnismiBig gering, 


Tabelle V. 


Vergleich von Maltase- und Saccharasezuwachs. 









































: Zeitwerte nach Anreicherung 
Garfah Anfangszeitwerte 
TEESURTUNE fiir nach einigen | : 
re Sista | nach einem Tag 
Invertin | Maltase Invertin | Maltase | Invertin | Maltase 
we | | 
Saccharose . . 187 4 ae 22 28 — 
” es 165 25 53 22 22 20 
Glucose . . .| 165 25 | 380 28 24 27 
Maltose . . . 165 25 58 24 63 45 
Malatekt. .| 165 | 2° | 4 | «3 82; 20 
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6-Glucosidase. 

Die Wirkung des in unsern Bierhefen selten und spirlich 
anzutreffenden Enzyms’) versuchten wir mit Salicin als Sub- 
strat unter den von R. Willstatter und G. Oppenheimer?) 
sowie R. Willstatter, R. Kuhn und H.Sobotka’) angegebenen 
Bedingungen zu bestimmen, nimlich bei p,, = 4,4, bei 30° mit 
0,02 n-Salicinlésung und zwar mit der einem Gramm getrockneter 
Hefe entsprechenden Menge der abgepreBten Hefe in 100 ccm 
Glucosidlésung. Die Reaktionszeit betrug 4, 6 und 17 Stunden. 
Die Hefe untersuchten wir entweder so wie bei der Saccharase- 
bestimmung durch Einwirkung frischer Hefe auf das Substrat, 
oder genau wie bei der Maltasebestimmung nach rascher Ab- 
tétung. Angewandt wurden die Hefen Re 15/II und Re 15/II] 
vor der Giarfiihrung und nach Enzymanreicherung zu Invertin- 
zeitwerten von 17,4 und 19,7. In keinem dieser Fille gelang 
es, 8-Glucosidase nachzuweisen. Die Vermehrung der Enzyme 
in der Hefe erstreckt sich also nicht auf die f-Glucosidase. 


Protease. 

Die .proteolytische Wirkung der Hefe, fiir die es noch 
wenig Material quantitativen Vergleichs gibt, wurde von Herrn 
Dr. W. Grassmann in Versuchen gepriift, die zu einer spiater 
zu veroffentlichenden Untersuchung iiber Hefetrypsin gehéren. 
Die tryptische Wirkung 148t sich nicht mit unverinderter Hefe 
messen; sie wurde vielmehr mit Autolysaten bestimmt, die mit 
quantitativen Invertinausbeuten dargesteilt waren, und zwar 
unter Anwendung von 0,5 bis 4 ccm Autolysat mit 0,2 g Pepton 
in 10 ccm Spaltungsansatz waihrend 24 Stunden bei 40° Giin- 
stige Aciditat wurde mit 1 ccm mol/3-Phosphatpuffer von p,, 6,5 
eingestellt. Die Reaktion wurde durch Titration der Aciditits- 





1) In Macerationssaft von Miinchener Trockenhefe, allerdings einem 
nicht gut definierten Material, haben C.Neuberg und E. Farber 
(Biochem. Zs. Bd. 78, S. 264 (1917)) 6-Glucosidase nachgewiesen, die in 
Bierhefe zuerst von R. Piria gefunden worden war (Ann. d. Chem. 
Bd. 56, 8. 35 (1845) und zwar S. 67). 

*) Diese Zs. Bd. 121, 8S. 183 (1922). 

8) Diese Zs. Bd. 129, S. 33 (1928). 
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zunahme mit n/5-Kalilauge gemessen. Zur Beurteilung des 
proteolytischen Wertes diente ein gut wirksames Autolysat 
(dargestellt bei saurer Reaktion, gealtert) als Standard: 
eS ree 1,0 2,0 4,0 
Spaltung (cem n/5-KOH,. . 2,66 3,20 4,18 4,48 

Die zumeist angewandte Hefe Re 10/VI ergab durch 
Autolyse unter Neutralisation bei Zimmertemperatur einen 
etwas giinstigeren Wert als das Standardautolysat. Nach der 
Invertinanreicherung (zu Zeitwerten 35 bis 28) autolysiert, ergab 
diese Hefe Werte der proteolytischen Wirksamkeit, die je nach 
dem Verfahren der Autolyse etwas besser oder schlechter 
waren als bei der Ausgangshefe. Die von der Art und Weise 
der Hefeverfliissigung und Enzymfreilegung bedingten Aus- 
schlige sind viel gréBer als die Unterschiede in der tryptischen 


Tabelle VI. 


Proteasegehalt bei Invertinanreicherung. 





























Menge Aquiv. ccm Proteol. Wir- 
des ang.| Spaltung | 4 giandard- |*U2s: im Proz. 
Autolysat/eem n/5-KOH d, Standard- 
autolysats 
ecm Autolysats 
Ausgangshefe, Zeit- 
wert 284 
bei 30° verfl., bei 
18° aut. 1 3,51 1,24 124 
1. Girfiihrung, Zeit- 
wert 35 
a) bei 30° verfl. u. 
aut. 2 3,66 1,48 74 
b) bei 30° verfl., bei 
18° aut. 1 8,66 1,48 148 
c) bei 35° verfl., bei 
18° aut. 2 3,70 1,50 75 
2. Girfiihrung, Zeit- 
wert 44 
bei 35° verfl. u. aut. 2 3,32 1,02 51 
3. Girfuhrung, Zeit- 
wert 82,5 
bei 30° verfl. u. aut. 2 3,57 1,12 56 
4. Zeitwert 28 
bei 30° verfl. u. aut. 2 4,01 1,90 95 
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Wirkung der Ausgangshefe und der gefiihrten invertinreichen 
Hefe. Proteasezuwachs ist also nicht in nennenswertem MaBe 
gefunden worden. 


Girvermogen. 

In den Versuchen von H.v. Euler und D. Johansson?) 
sowie von O. Svanberg’) war teils eine Verminderung, teils 
eine geringe Verbesserung der Girkraft zutage getreten, als 
man den Invertingehalt der Hefe auf das 3—5fache, auf 
Zeitwerte von schitzungsweise 100 steigerte. Die nach dem 
neuen Verfahren zu hohem Ansteigen des Invertingehaltes ge- 
fihrten Hefen blieben in ihrem Giirvermégen unveriandert. 
Vergleichsweise wurden die Halbgiarzeiten nach R. Willstatter 
und W. Steibeit*) bei 30° unter stiandigem Schiitteln im 
Thermostaten mit der 0,2 g Trockenhefe entsprechenden Menge 
frischer Hefe in 20 com 5°/,iger Glucoselésung bestimmt. 
Die Halbgirzeit, fiir die in einer friiheren Probe von Liéwen- 
brauhetfe 80 gefunden worden, bewegte sich vom Anfang bis zum 
Knde der Invertinsteigerung zwischen 112 und 141. 


Hefe Re 15/II Inv.-Zeitw. 165 Halbgirzeit 112 
2 Std. mit 20°/, Zucker gef. Zeitw. 49 ‘i 123 
4 5  40,, ” ” ” 35 ” 141 
18 ,, » 96, ” ” ” 20 ”? 112 





Bei dieser Untersuchung hat uns der Vorstand des Garungs- 
laboratoriums der Liwenbrauerei Minchen, Herr Dr. B. Berg- 
dolt, seine freundliche entgegenkommende Unterstiitzung ge- 
liehen, wofiir wir ihm zu Danke verpflichtet sind. 

Auch sprechen wir unsern Dank Herrn Gerhard Kiinstner 
aus, der uns bei unseren Versuchen aufs beste unterstiitzt hat. 





1) Diese Zs. Bd. 78, S. 246 (1912). 
*) Diese Zs. Bd. 109, S. 65 (1920). 
3) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 (1921) und zwar S. 219. 














Der Absorptionskoeffizient 
des Mesobilirubinogens und des Koproporphyrins sowie 
iiber einige Spektralerscheinungen der Porphyrine. 
Von 
Georg Niemann. 
Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Miinchen). 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1925.) 


Fiir die quantitative Bestimmung des Mesobilirubinogens = 
— Urobilinogen hat Charnas im Jahre 1909 eine spektrophoto- 
metrische Methode ausgearbeitet, nach der spiter viele klinische 


| Untersuchungen durchgefihrt worden sind. Wir haben bis jetzt 


zu diesen Methoden keine Stellung genommen und sie auch nie 


q selbst angewandt, weil das Kondensationsprodukt zwischen 
> Dimethylamidobenzaldehyd und Mesobilirubinogen bzw. Uro- 


bilinogen nicht in reinem, krystallisiertem Zustand dargestellt 
werden konnte, mithin die Bestimmung bis zu einem gewissen 
Grade als unsicher betrachtet werden muS. Neuerdings nun 


4 sind zahlreiche Arbeiten*) erschienen, die sich mit der Methode 


von Charnas befassen und bei denen mit Mesobilirubinogen- 
Praparaten von H. Fischer der Absorptionskoeffizient des 
Kondensationsproduktes aus Urobilinogen mit Dimethylamido- 
benzaldehyd bestimmt wurde, aber stark differierende Werte 
erhalten wurden. Aus diesem Grunde schien es wiinschenswert, 





) Adler, D. Arch. Med. Bd. 138, S. 309 (1921), Adler, Klin. 
Wochenschr. Bd. I S. 1787, (1922). Opitz u. Brehme, Zs. f. d. ges, 
exp. Med. Bd. 46, S. 681 (1924); Hueck u. Brehme, Dtsch. Arch. f. 
klin, Med, Bd. 141, S. 293 (1922). 











182 Georg Niemann, 


die Angaben mit reinem Mesobilirubinogen nachzupriifen und 
gleichzeitig die Anwendungsfihigkeit auf die Bestimmung im 
Stuhl zu untersuchen. Die Ermittlung des Koeffizienten ge- 
schah in folgender Weise: 

Reines, krystallisiertes, praktisch farbloses Mesobilirubi- 
nogen, wie es durch Natriumamalgamreduktion von Bilirubin 
erhalten wird, wurde in geringer Menge (2—5 mg) in einem 
abgemessenen Volumen Alkohol gelést. Fiir die Kondensation 
mit p-Dimethylamidobenzaldehyd stellte sich heraus, daB die 
fir gewoéhnlich als Ehrlichsches Reagens verwendete Liésung 
die besten Reaktionsbedingungen bietet. 

In 100 com konz. Salzsiiure (38°/,iger) wird 1 g Aldehyd 
gelést und mit 100 ccm Wasser verdiinnt. Wesentlich ist, daf 
die Aldehydlésung farblos ist; sie wird es dann, wenn man 
den Aldehyd umkrystallisiert und das Verdiinnen mit Wasser 
langsam und unter Kihlung vornimmt. 

Gleiche Volumina alkoholische Mesobilirubinogen- und 7 
Aldehydlésung, der Aldehyd also bedeutend im Uberschuf, | 
werden zusammengegeben, 3 Minuten stehen gelassen und das 7 
Ganze auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt, d. h. auf die 
Konzentration gebracht, fiir welche sich der Absorptionskoef- 


fizient (A) nach der Gleichung 4 = < berechnen laBt. « ist der 4 


Extinktionskoeffizient. Die Lésung gelangt nun sofort zur |” 
Messung. Langeres Stehen hat Abnahme der Intensitit der | : 
Absorptionsbande zur Folge, die rote Lisung blaBt dann zu | | 
Gelb ab. : 
Die Extinktionsmessung geschah mit Hilfe des Kénig- | 
Martensschen Spektralphotometers. Als Lichtquelle diente | 
eine 50kerzige allseitig abgeblendete Lampe. Die Verwendung |— 


| anderer Lichtquellen und zwar Lampen von 25—1000 Kerzen |- 

| ergab fiir die Werte keinen Unterschied, vorausgesetzt, daB das q 
Licht abgeblendet, in gleicher Entfernung vom Apparat auf- ~ 

gestellt und einerseits durch das Milchglas der Lampe selbst | 

ae | andrerseits durch das der Beleuchtungsvorrichtung doppelt ge- 
| 4 filtert war. 4 
; Die Messung der Ausléschungsgrade erfolgte vergleichsweise _ 
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so, daB in dem einen Strahlengang die Lisung, in dem anderen 
als ,,.uésungsmittel“ eine Mischung von Aldehydreagens und 
Alkohol in gleichem Verhiltnis, wie es fiir die Kondensation 
gewihlt war, angewendet wurde. Um iiber die Art der Rechnung 
keinen Zweifel zu lassen, sei kurz ein Beispiel angefiihrt. Nach 
Hueck und Brehme sollen nimlich verschiedene Auffassungen 
dariiber herrschen. 

1,906 mg Mesobilirubinogen wurden in 40 ccm Alkohol 
gelést. 3 ccm dieser Lésung wurden mit 3 com Aldehydreagens 
vermischt und mit 15 ccm Alkohol verdiinnt. 


Die Konzentration ergibt sich demnach zu 


0,14295 
c= 


—— = 0,000006806 . 





Im Spektralphotometer ergaben sich als Mittel aus den 
abgelesenen Winkeln 78°54’ und 10°18’. Die Differenz der 
Tangenten ihrer Logarithmen betrigt 1,44789, das ist die 
log tg a, — log tga, 

d 
durch 2,0, das ist die angewandte Schichtdicke, zu dividieren 


ist, um fiir ¢ den Wert 0,72395 zu ergeben. 
Fir 4 ergibt sich 4 = = = 0,000009403. 


noch 





Extinktion, die nach der Gleichung ¢ = 


In nachstehender Figur ist der Verlauf der Absorptions- 
kurve des Kondensationsproduktes zwischen Mesobilirubinogen 
und p-Dimethylamidobenzaldehyd dargestellt. Die Extinktions- 


| koeffizienten sind auf eine Konzentration von 0,00001 in 


1 ccm bezogen (normaler Extinktionskoeffizient). 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVI. 13 
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Die Kurve zeigt einen raschen Anstieg von rot her und 
ein langsames Abfallen nach violett. 

Der Absorptionskoeffizient, der auch fiir die Konzen- 
trationsbestimmung Verwendung findet, wurde an der Stelle 
der maximalen Absorption 4 556 festgestellt. Die Zahlen siehe 
unten. Die Ubereinstimmung war verhiltnismigig gut. Beim 
Vergleich der Abweichungen jedoch ergab sich eine Regel- 
maBigkeit, die ich im folgenden kurz behandeln will. 

Tragt man einerseits die Absorptionskoeffizienten (I), 
andrerseits die normalen Extinktionskoeffizienten (II) in Dia- 
grammen auf, mit dem absoluten Wert als Ordinate, dem Grad 
der Verdiinnung, bei welchem die Koeffizienten gemessen wurden, 
als Abszisse, so zeigt die Verbindungslinie der Punkte nicht, 
wie theoretisch notwendig, eine gerade Linie, sondern eine Ab- 
weichung davon und darin wiederum eine GesetzmaBigkeit, 
wie eine hier wiedergegebene Versuchsreihe erkennen 1aBt. 
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Mit zunehmender Verdiinnung (des bei der Reaktion von p- 
Dimethyl-amidobenzaldehyd mit Mesobilirubinogen entstehenden 
roten Farbstoffs) nimmt auch die Extinktion zu, bis bei einer 
bestimmten Konzentration eine Umkehr dieser Erscheinung 
eintritt. Der Grad der Ausléschung nimmt stark ab, und es 
entsteht eine Kurve von obiger Form. 
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Theoretisch betrachtet ergibt sich daraus, daB der Farb- 
stoff — streng genommen — dem Beerschen Gesetz nicht ge- 


4 horcht, eine Tatsache, die sich aber erst nach Aufklirung des 


Kondensationsvorgangs bzw. der Konstitution des Reaktions- 
produktes entscheiden 148t. Immerhin kann man annehmen, 
daB erst bei einer bestimmten Verdiinnung der Kondensations- 
prozeB vollstandig wird, daB beim weiteren Verdiinnen mit 


_ Alkohol jedoch wieder Dissoziation stattfindet, oder daB zwei 


Prozesse nebeneinander verlaufen, Phenyl-Pyrrylmethen-Farb- 
stoffbildung — ein Typus, der von H. Fischer und Nenitzescu?) 


4 | kirzlich aufgefunden wurde — oder Leukoverbindung eines 
> Dipyrrylmethanfarbstoffs, der unter dem Einfiu8 des Alkohols und 


des Luftsauerstoffs in den Farbstoff iibergeht. Auf weitere Kom- 
plikationen durch Salzbildung an der Dimethyl-amidogruppe 


> sei nur hingewiesen. 


Praktisch ist die Abweichung jedoch, wenigstens innerhalb 
einer bestimmten Konzentrationsumgrenzung, nicht von Belang. 
Als solche Begrenzung fiir die praktische Messung seien die 


3 Konzentrationen c = 0,0000130 bis c = 0,00000260 genannt, 
> 4h. die Werte fiir den Absorptionskoeffizienten, die innerhalb 


dieser Konzentrationen (Anzahl Gramm in 1 ccm) liegen, waren nur 
wenig verschieden, — praktisch konstant. Die Kinschrankuug 


4 hindert also die Verwendung der Methode keineswegs, denn 


die angegebenen Werte fiir c stellen einen ziemlich weitreichenden 


4q Abschnitt von Verdiinnungsgraden dar und beziiglich der Inten- 


sitat der Ausléschung den fiir das Photometer giinstigsten Ab- 
lesungsbereich. Von letzterem Gesichtspunkt aus ware auch 
in Erwagung zu ziehen, ob Abweichungen vom Beerschen 
Gesetz, wie sie sich hier zeigen, nicht bedingt sein kénnten 
durch die beschrinkte Leistungsfahigkeit der Spektralphotometer 
in den Konzentrationsextremen. 

Es soll an dieser Stelle auch nicht unerwihnt bleiben, 
daB trotz mehrfacher Nachpriifung der mittels verschiedenster 
Spektrallinien fiir die Skala gewonnenen EKichkurve, aus welcher 


j man fiir die Skalenteile die entsprechenden Wellenlaingen ent- 





1) Diese Zeitschr. im Druck. 
13* 
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nehmen kann, diese gegentiber den am Spektroskop gemessenen 
Wellenlingen um etwa 2 wu differieren. Es ware nun wohl 
méglich, daB solche Differenzen dem Spektrophotometer von 
Kénig-Martens zuzuschreiben sind, und der Kinwand be- 
rechtigt, daB die Werte wohl fiir den betreffenden Apparat, 
nicht aber allgemeine Giiltigkeit haben. Dem wurde aber dadurch 
begegnet, daB der Absorptionskoeffizient fiir die maximale Inten- 
sitat der Absorptionsbande bestimmt wurde. Dadurch ist der 
Wert fiir jeden Fall eindeutig. 


Folgende Werte seien als einige unter vielen heraus- © 


gegriffen. Der Mittelwert daraus stellt den fiir das Urobili- 
nogen giiltigen Absorptionskoeffizienten dar. 


1. 0,000010630 7. 0,000010030 
2. 0,000010720 8. 0,000009520 
8. 0,000009168 9. 0,000009400 
4, 0,000008877 10. 0,000010180 
5. 0,000009862 11. 0,0000099381 
6. 0,000010770 12. 0,000010140 





119178:12 = 0,0000099815. 


Die Wertung des Koeffizienten kann unter verschiedenen 
Gesichtspunkten geschehen. 


Das fiir die Bestimmung verwendete Spektralphotometer 
von Kénig-Martens stellt ein hinreichend vollkommenes 
Instrument dar. Als Lichtquelle diente weiBes Licht. Prak- 
tisch ist zur Erzielung gréBerer Genauigkeit die Verwendung 
monochromatischen Lichts nicht’ notwendig. Die Differenz, 
die sich fir die Wellenlinge ergibt, wurde bereits erértert. 
Der Ablesungsbereich war stets zwischen 556 und 556,5 so- 
wohl fiir das Mesobilirubinogen als auch fir das Urobilinogen 
aus physiologischem Material, also der Punkt der stirksten 
Intensitét. Dies tiber das Optische. | 

Chemisch ist der Koeffizient als einwandfrei anzusehen, | 
da das verwendete Material reines, farbloses, krystallisiertes 
Mesobilirubinogen war und immer unter den gleichen Be- 
dingungen gearbeitet wurde. 
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Beziiglich der klinischen Auswertung seien im folgenden 
noch einige Bemerkungen und Versuche angefihrt. 


Anwendung des Koeffizienten zur Bestimmung des 
Urobilinogens im Stuhl. 


Zur Stuhlverarbeitung bedienten wir uns der von Hueck 
und Brehme angegebenen Methode der quantitativen Be- 
stimmung. H. und B. iibernahmen den von Charnas fest- 
gelegten Absorptionskoeffizienten 0,0000170 und fanden eine 
Urobilintagesmenge von 20—26 mg bezogen auf 100 g Kot. 

Im Selbstversuch war die Urobilinogen-Tagesmenge ziemlich 


| | konstant und betrug 35mg. Wiirde man jedoch den Charnas- 


schen Koeffizienten als Grundlage nehmen, so wiirde sich etwa 


’ ; das Doppelte errechnen. Fir kiinftige Untersuchungen wird es 


notwendig sein, den neu bestimmten Absorptionskoeffizienten an- 
zunehmen; denn aus dem angegebenen Wert ergibt sich, daB das 


: Charnassche Urobilinogenpraparat nicht rein war. Hine Um- 
 rechnung der Urobilinogenmenge auf 100 g Kot scheint nicht 


zweckentsprechend zu sein, weil nach den wenigen Erfahrungen 
die Gesamtmenge Urobilinogen sich als unabhingig vom aus- 
geschiedenen Kot erwies. Es wird Sache der Kliniker sein, 
die Urobilinogenmenge nach der gegebenen Methode zu be- 


} stimmen und weiterhin Schliisse zu ziehen. 


Verarbeitung von Kot*) und Versuche, das Mesobilirubi- 
nogen in krystallisiertem Zustand daraus zu gewinnen. 

200 g Kot (Stuhltagesmenge) wurde mit */, Liter 1°/,iger al- 
koholischer Weinsdurelésung extrahiert, und zwar indem die 
Menge mit kleinen Teilen der Lésung ausgekocht wurde, bis 
nach achtmal die Aldehydreaktion des Extraktes negativ ausfiel. 
Letzterer wird nun mit 1/, Liter 20°/,iger Ammonsulfatliésung 


q vermischt, schwach alkalisiert, mit 4/, Liter Ather durch- 


geschiittelt und die untere, das Urobilinogen enthaltende Schicht 
nach wiederholtem Waschen mit Ather durch einen UberschuB an 





1) Die Vorschrift folgt den Angaben von Charnas und Hueck 
u. Brehme. 
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nehmen kann, diese gegentiber den am Spektroskop gemessenen 
Wellenlingen um etwa 2 mu differieren. Es wire nun wohl 
méglich, daB solche Differenzen dem Spektrophotometer von 
Kénig-Martens zuzuschreiben sind, und der EHinwand be- 
rechtigt, daB die Werte wohl fir den betreffenden Apparat, 
nicht aber allgemeine Giiltigkeit haben. Dem wurde aber dadurch 
begegnet, da8 der Absorptionskoeffizient fiir die maximale Inten- 
sitat der Absorptionsbande bestimmt wurde. Dadurch ist der 
Wert fiir jeden Fall eindeutig. 

Folgende Werte seien als einige unter vielen heraus- 
gegriffen. Der Mittelwert daraus stellt den fiir das Urobili- 
nogen giiltigen Absorptionskoeffizienten dar. 


1. 0,000010630 7. 0,000010030 
2. 0,000010720 8. 0,000009520 
3. 0,000009168 9. 0,000009400 
4. 0,000008877 10. 0,000010130 
5. 0,000009862 11. 0,000009981 
6. 0,000010770 12. 0,000010140 








119178:12 = 0,0000099815. 


Die Wertung des Koeffizienten kann unter verschiedenen 
Gesichtspunkten geschehen. 


Das fir die Bestimmung verwendete Spektralphotometer 
von Kénig-Martens stellt ein hinreichend vollkommenes 
Instrument dar. Als Lichtquelle diente weiBes Licht. Prak- 
tisch ist zur Erzielung gréBerer Genauigkeit die Verwendung 
monochromatischen Lichts nicht notwendig. Die Differenz, 
die sich fiir die Wellenlinge ergibt, wurde bereits erértert. 
Der Ablesungsbereich war stets zwischen 556 und 556,5 so- 
wohl fiir das Mesobilirubinogen als auch fir das Urobilinogen 
aus physiologischem Material, also der Punkt der stirksten 
Intensitét. Dies iiber das Optische. 


Chemisch ist der Koeffizient als einwandfrei anzusehen, 
da das verwendete Material reines, farbloses, krystallisiertes 
Mesobilirubinogen war und immer unter den gleichen Be- 
dingungen gearbeitet wurde. 
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Beziiglich der klinischen Auswertung seien im folgenden 
noch einige Bemerkungen und Versuche angefihrt. 


Anwendung des Koeffizienten zur Bestimmung des 
Urobilinogens im Stuhl. 


Zur Stuhlverarbeitung bedienten wir uns der von Hueck 
und Brehme angegebenen Methode der quantitativen Be- 
stimmung. H. und B. tibernahmen den von Charnas fest- 
gelegten Absorptionskoeffizienten 0,0000170 und fanden eine 
Urobilintagesmenge von 20—26 mg bezogen auf 100 g Kot. 

Im Selbstversuch war die Urobilinogen-Tagesmenge ziemlich 
konstant und betrug 35mg. Wiirde man jedoch den Charnas- 
schen Koeffizienten als Grundlage nehmen, so wiirde sich etwa 
das Doppelte errechnen. Fir kiinftige Untersuchungen wird es 
notwendig sein, den neu bestimmten Absorptionskoeffizienten an- 
zunehmen; denn aus dem angegebenen Wert ergibt sich, daB das 
Charnassche Urobilinogenpraparat nicht rein war. Eine Um- 
rechnung der Urobilinogenmenge auf 100 g Kot scheint nicht 
zweckentsprechend zu sein, weil nach den wenigen Erfahrungen 
die Gesamtmenge Urobilinogen sich als unabhangig vom aus- 
geschiedenen Kot erwies. Es wird Sache der Kliniker sein, 
die Urobilinogenmenge nach der gegebenen Methode zu be- 
stimmen und weiterhin Schliisse zu ziehen. 


Verarbeitung von Kot’) und Versuche, das Mesobilirubi- 
nogen in krystallisiertem Zustand daraus zu gewinnen. 


200 g Kot (Stuhltagesmenge) wurde mit */, Liter 1°/,iger al- 
koholischer Weinsiurelésung extrahiert, und zwar indem die 
Menge mit kleinen Teilen der Lisung ausgekocht wurde, bis 
nach achtmal die Aldehydreaktion des Extraktes negativ ausfiel. 
Letzterer wird nun mit ¥/, Liter 20°/,iger Ammonsulfatlésung 
vermischt, schwach alkalisiert, mit +/, Liter Ather durch- 
geschiittelt und die untere, das Urobilinogen enthaltende Schicht 
nach wiederholtem Waschen mit Ather durch einen Uberschu8 an 





1) Die Vorschrift folgt den Angaben von Charnas und Hueck 
u. Brehme. 
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Weinsaure angesaiuert. Dies geschieht bei Gegenwart von 
viel Ather, der das Urobilinogen aufnimmt und schwach gelb 
gefarbt ist. Aus dem Ather, mit welchem man nach Hueck 
und Brehme bei den sonst iiblichen Urobilinogenbestimmungen 
aus 10g Kot die quantitative Messung vornimmt, wurde das Uro- 
bilinogen durch n/10-Lauge wieder herausgeholt, die gleiche 
Operation auch mit 25°/,iger Salzsdéure, in der das Urobilinogen 
leicht léslich ist, wiederholt und schlieBlich der Ather ab- 
gedampft. Im Riickstand war immer noch Fett. Das dnderte 
sich auch nicht durch Aufnahme mit Chloroform und Mischen 
der so erhaltenen Liésung mit Petrolither. Dabei fiel ein 
flockiger Niederschlag (Kérper 2) aus. Mit der Chloroform- 
Petrolitherléisung wurde eine quantitative Urobilinogen- 
bestimmung durchgefiihrt. Es ergab sich, daB noch 2,7 mg 
Urobilinogen vorhanden waren. 

Diese Liésung wurde eingeengt, der Riickstand wiederholt 
mit Essigester-Petrolither behandelt, schlieBlich im Dunkeln 
stehen gelassen. Keine Krystallisation. 

Nach Einnahme von 0,05 g Mesobilirubinogen in 20 ccm 
50°/,igem Alkohol und Zucker wurde der Stuhl verarbeitet. 
Die Methode war die eben beschriebene. In dem Atherextrakt, 
der gewohnlich bei der quantitativen Urobilinogenbestimmung 
zur Messung gelangt, wurden spektrophotometrisch insgesamt 
33 mg Urobilinogen festgestellt, also nicht mehr, als sich bei 
Verarbeitung von 10 g Stuhl fiir die Gesamttagesmenge des 
Normalen ergibt. Mdéglich ist allerdings, daB bei Verarbeitung 
des ganzen Stuhls die Extraktion erschwert und in diesem Fall 
durch Vorhandensein von viel Fett besonders langwierig wird. 

Das Ubertreiben von Chloroform in 25°/,ige Salzsiure 
wurde dreimal wiederholt. 

SchlieBlich war in den Chloroform-Petrolither bzw. in 
den Essigester- Petrolither-Riickstanden immer noch viel Fett; 
eine Krystallisation war nicht zu erzielen. 

Aus diesen Versuchen, die noch fortgesetzt werden sollen, 
sieht man die auBerordentliche Schwierigkeit der Reindarstellung 
des Urobilinogens aus Stuhl. Bemerkenswerterweise war die 
Aldehydreaktion im Harn intensiv positiv; offenbar ist ein 
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groBer Teil des Mesobilirubinogens in den Harn iibergegangen. 
Vorher war die Aldehydreaktion im Harn negativ. 


Reaktion des Mesobilirubinogens mit p-Dimethyl- 
amidobenzaldehyd. 


Je ein Versuch, wobei das eine Mal auf 1 Mol. Meso- 
bilirubinogen 1 Mol. Aldehyd, das andere Mal 2 Mol. Aldehyd 
angewandt wurden, ergaben folgendes: 

0,1 g Mesobilinogen wurde in 3 ccm konz. Salzsiure ge- 
list; auf Zusatz von 0,013 bzw. 0,026 g Dimethylamidobenz- 
aldehyd, gelést in 2 ccm konz. Salzsiure, ging der gelbe Farbton 
in hellbraun itiber. Zu der Lésung wurden noch 3 ccm Per- 
chlorsiure (20°/,) gegeben, wobei keine Veranderung eintrat. 
(Zugabe von mehr Perchlorsdure veranderte die Farbe ebenfalls 
nicht.) Die Versuche blieben 24 Stunden stehen. 

Durch Einleiten von Kohlensaure veranderte sich der Farbton, 
der nun dunkelbraun geworden war, nicht. (Zugabe von Alkohol 
fihrte sofort den Farbenumschlag in Rotviolett herbei.) Dieses 
Lésungsmittel wurde aber vermieden. Durch Zugabe von nur 
wenig Wasser wurde auch ein sofortiger Farbenumschlag in 
Rotviolett hervorgerufen, gleichzeitig fiel ein flockiger Nieder- 
schlag aus. Den Niederschlag aus irgendeinem Lisungmittel 
umzukrystallisieren, miBlang. So wurde der gréBte Teil desselben 
mit Wasser ausgewaschen, wobei der rote Farbstoff in Lésung 
ging, ein schmutziger Riickstand dagegen auf dem Filter blieb. 
Das Filtrat wurde geteilt; die eine Halfte wurde auschloro- 
formiert; das geschieht vollstandig. — Der Chloroformriickstand 
war ein roter Lack. Ein kleiner Teil der Chloroformlésung 
wurde mit Petrolather versetzt; dabei trat iiberaus starke rote 
Fluorescenz der Lisung ein; allmihlich fiel ein blauvioletter 
flockiger Niederschlag aus. Die andere Halfte des roten 
Filtrats wurde zunichst alkalisch gemacht und ausgeithert. 
Der Atherriickstand war ein siiBlich riechendes gelbes Ol. Bei 
Gegenwart von Chloroform wurde wieder angesiuert, die rote 
Farbe kehrte wieder, aber nicht mit der urspriinglichen Inten- 
sitét. Petrolither fallte aus der Chloroformlésung wieder einen 
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flockigen roten Niederschlag. Eine Krystallisation war nicht 
zu erreichen. 
Auf diese Weise wurde auch der Versuch verarbeitet, bei 


dem 2 Mol. Aldehyd auf 1 Mol. Mesobilirubinogen kamen. 
Allein mit dem gleichen negativen Erfolg. 


Der Absorptionskoeffizient von Porphyrinen in Ather. 


Bei den Untersuchungen iiber die Porphyrine erwies es 
sich oft als sehr stérend, da8 iiber ihre Menge keine Aussage 
gemacht werden konnte. Dies war der Grund, warum ich 
mich auf Anregung von Herrn Professor Fischer auch mit der 
quantitativen Bestimmung der Porphyrine in Lisung beschiftigte. 
Ich legte zu diesem Zweck mittels spektrophotometrischer 
Methode die Absorptionskoeffizienten fest, um nach der Formel 
C = A X « die Konzentration der Porphyrinlésung zu bestimmen. 

Wenn auch die Bedenken, die gegen eine allgemein giil- 
tige Festlegung der Absorptionskoeffizienten sprechen, anzu- 
erkennen sind, sie beziehen sich auf die verschiedenen Ein- 
flisse von Temperatur, Lésungsmittel, absolute Reinheit der 
Substanz, so miissen doch diese theoretischen Bedenken zuriick- 
gestellt werden im Hinblick auf die praktische Notwendigkeit 
der quantitativen Konzentrationsbestimmung von Porphyrin- 
lésungen. Es kann letzten Endes nicht auf die physikalisch ob- 
jektive Genauigkeit ankommen, vielmehr nur darauf, durch eine 
physikalische Methode innerhalb einer gewissen Fehlergrenze 
brauchbare Werte zu finden. 

Zunichst will ich auf die Bestimmung in Ather als Lisungs- 
mittel der Porphyrine eingehen. Wichtig ist vor allem das Kopro- 
porphyrin, das aus mannigfaltigstem physiologischem Material 
gewonnen wird. Ich ging so vor, daB ich eine gewogene Menge 
reines krystallisiertes Koproporphyrin in wenig Eisessig in Lésung 
und durch Verdiinnen mit Ather auf ein abgemessenes Volumen 
brachte. Uber die Rolle des Kisessigs spiter mehr. Mit Hilfe 
des Spektralphotometers, dessen Handhabung nach Martens 
und Griinbaum?’) geschah, wurden dann die Extinktionen fiir 





*) Ann. d. Phys. Bd. 12, S. 984 (1900). 
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die einzelnen Wellenlingen und der Verlauf der Absorption 
festgestellt. Dieser stellt sich fiir das Koproporphyrin wie 
folgt dar: 








Fig. 3. 


Was zunichst in Erscheinung tritt, sind die vier Absorptions- 
banden, die sich durch Maxima und Minima andeuten; mit dieser 
selektiven Absorption einher geht aber ein Abfall der Absorp- 
tionsintensitat von Violett nach Rot. Es liegt also der Fall 
einer Kombination von kontinuierlicher und selektiver Absorption 
vor. — Bei der Bestimmung von Porphyrinen aus physio- 
logischem Material handelt es sich oft um verschwindend kleine 
Mengen; es besteht aber eine Grenze der Méglichkeit quanti- 
tativer Bestimmung. Es tritt nimlich der Fall ein, wo mit 
Hilfe des Spektralphotometers die einzelnen Maxima und Minima 
sich in der Winkeleinstellung auf Gleichheit beider Felder 
(Lésung und Liésungsmittel) nicht mehr anzeigen, sondern wo 
nur mehr eine kontinuierliche Absorption erkennbar ist. In 
diesem Stadium der Nichterkennbarkeit selektiver Absorption 
erblicke ich die oben bezeichnete Grenze. 

Die in der folgenden Tabelle wiedergegebenen Absorptions- 
koeffizienten gelten fiir die Maxima der einzelnen Banden (d. h. 
man ist beziiglich der Ablesung nicht starr an die fir die 
Wellenlinge angegebene Zahl gebunden). 


%y 
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A A 
i f. Koproporphyrin f. Himatoporphyrin 
496,5 0,00006355 0,00005924 
527,0 0,00009912  0,00009944 
570,0 0,00001413 0,00001461 
625,0 0,00002617 0,00002814 


Man sieht, daB sich die Absorptionskoeffizienten fiir andere 
Porphyrine, z. B. Himatoporphyrin, nur sehr wenig von denen 
von Koproporphyrin unterscheiden, und es lauft im Mittel darauf 
hinaus, daB man sie fiireinander setzen kann. Die Intensitit 
der Banden der einzelnen Porphyrine ist also im 
wesentlichen gleich. Es wird — auch durch Serienunter- 
suchungen — schwer sein, eine RegelmiBigkeit in der Abweichung 
fiir das eine und andere Porphyrin festzustellen. Die Prii- 
fung auf die Richtigkeit der Koeffizienten geschah sorgfiltig, 
und die angegebenen Werte stellen Mittelwerte dar. Ks 
wurde eine Lésung von Koproporphyrin von der Konzentration 
c=0,0000428 mg hergestellt und, fiir die vier Maxima berechnet, 
folgende Konzentrationen gefunden: 

0,00004202 

0,00004176 

0,00004264 

0,00004300 
Bei der Konzentrationsbestimmung von Porphyrinlésungen un- 
bekannter Konzentration wurde ebenso vorgegangen. Als Bei- 
spiel eine Porphyrinlésung aus Hefe: 

0,0000237 

0,0000221 


0,0000209 
0,0000212 


Ergibt der Befund so gute Ubereinstimmung in den Werten, 
so ist damit zugleich der Nachweis erbracht, daB es sich um tat- 
sichlich reine Lésungen von Porphyrin handelt und daB sie nicht 
durch andere Pigmente verunreinigt sind, was fiir die quanti- 
tative Bestimmung ja auch unbedingt notwendig ist. Die Be- 
stimmung fiir nur eine Wellenlinge geniigt aber jedenfalls nicht. 

Die Eisessig-Athermethode von H. Fischer zur Gewinnung 
von Porphyrin aus physiologischem Material hat zur Folge. 
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daB immer in der zu bestimmenden Porphyrinatherlésung ein 
geringer Prozentsatz an Kssigsiure vorhanden ist. Es war 
nun interessant, welchen HinfluB steigende Essigsiiurekonzen- 
tration auf den Verlauf der Absorptionskurve austibt. Es zeigte 
sich, daB tatsiichlich ein allmahlicher Ubergang vom alkalischen 
in das saure Spektrum stattfindet. Die reine Hisessiglésung 
besitzt das Siurespektrum. Folgende Skizzierung gibt das 
Resultat wieder: 
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Geringer Prozentgehalt an EKisessig hat kaum eine Anderung 
des alkalischen Spektrums und der Intensitét der Streifen zur 
Folge. In (1) sind die vier Banden noch am deutlichsten in 
ihrer Kombination von kontinuierlicher und selektiver Absorption 
ausgepragt. Erst bei einem Gehalt von 50°/, Hisessig (8) stellt 
sich eine merkliche Anderung ein; wahrend schon bei 40°/, 
Essigsiuregehalt eine kleine Verschiebung der 3. Bande nach 
Blau zu erkennbar ist, wird sie nun sehr deutlich, zugleich unter 
erheblicher Intensititssteigerung der Absorption. Der dritte 
»alkalische* Streifen bildet sich also zu dem intensiven Siure- 
streifen aus. Gleichzeitig tritt bei (3) eine Nivellierung der 
beiden ersten Streifen ein; IV ist nur mehr angedeutet. Bei 
(4) ist der erste Streifen schon verschwunden, II wird weniger 
intensiv, III ist noch mehr nach Blau verschoben, und langsam 
bildet sich der Streifen im Rot bei 588 aus. Letzterer wird 
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bei (5) deutlich, waihrend der Streifen bei 550 nun der be- 
herrschende geworden ist. 

Bei Gemischen von Porphyrinen tritt der Fall ein, da 
die Streifen des einen neben denen des anderen erkennbar sind. 
Dies ist der Fall, wenn man z. B. Koproporphyrin neben 
Kammerers Porphyrin spektroskopisch betrachtet. Dann 
sind im Rot zwei Streifen sichtbar, wobei der der Endabsorption 
naherliegende dem Kimmererschen Porphyrin angehért. Ks 
mtBte also theoretisch denkbar sein, dab man auf Grund dieser 
Tatsache Koproporphyrin neben Kimmerers Porphyrin quan- 
titativ bestimmen kénnte. In der folgenden Skizze ist nun 
das Ergebnis der Untersuchung beider Porphyrine wieder- 
gegeben: I stellt die Absorptionskurve des Koproporphyrinesters 
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Fig. 5. 


dar, II ist reiner Ester des Kammerer-Porphyrins, III ist das 
Gemisch beider zu gleichen Gewichtsteilen. Die Kurven ver- 
binden die Punkte, die fiir die normalen Extinktionskoeffizienten 
gefunden sind (normal heiBt, daB die ermittelten Extinktionskoeffi- 
zienten auf eine Konzentration von 0,00001 g in 1 ccm bezogen 
sind). Die Maxima bzw. die Streifen des Kiam merer-Porphyrin- 
esters sind gegeniiber denen des Koproporphyrinesters stark nach 
rechts verschoben, auferdem sind sie intensiver. — Bei dem 
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i Gemisch beider Porphyrine sind nun nicht zwei Streifen 


jedesmal sichtbar, sondern es tritt ein Ausgleich auf die Mitte 
zwischen beiden ein und auch bei dem Streifen im Rot, wo 


‘ die Differenz am gréBten ist, 14Bt sich nur ein Maximum er- 
» kennen. Im iibrigen sind die Intensititen bei dem Gemisch fast 
> durchwegs geringer als bei jedem einzelnen der Porphyrine. 
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Kine getrennte quantitative Bestimmung zweier Porphyrinester 
im Fall eines Gemisches lieB sich also nicht durchfiihren. Man 
kann nur angeben, daB eine bestimmte Gesamtmenge Porphyrin 


q vorhanden ist. Die Mischung hat zugleich eine Addition der Ab- 


sorptionsintensitaten zur Folge. (In der Absorptionskurve fir 
das Gemisch sind gleichfalls die auf ¢c = 0,00001 berechneten 


© normalen Extinktionskoeffizienten angegeben). 


Wie erwihnt, zeigt die Untersuchung von Porphyrin- 
gemischen z. B. von freiem Koproporphyrin und Kimmerer- 


' Porphyrin am Spektroskop, daB sich die Streifen im Rot deutlich 


voneinander abgrenzen, also der Streifen des Koproporphyrins 


* neben dem des Kimmerer-Porphyrins sichtbar ist. Bei den 
| Estern ist diese Differenzierung beider Streifen nicht so aus- 
» gepragt und zwar weder am Spektrophotometer noch bei Be- 
' obachtung durch das Spektroskop. Ich méchte auch die Tatsache 


feststellen, daB die einzelnen Helligkeitsunterschiede der Ab- 
sorptionsbanden bei Beobachtung durch das Spektroskop dem 


_ Auge viel deutlicher werden als durch das Spektrophotometer. 


Ob es méglich ist, bei Gemischen von freien Porphyrinen eine 
getrennte quantitative Bestimmung durchzufiihren, eben auf 
Grund der erwahnten Abgrenzung beider Streifen im Rot, mu8 
noch gepriift werden. Aus Mangel an Zeit konnte diese Unter- 
suchung nicht mehr durchgefiihrt werden. 

Da es mir nicht méglich ist, die Arbeit weiter fortzusetzen, 
erfolgt die Veréffentlichung schon jetzt. Ich méchte an dieser 
Stelle meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Professor Fischer, 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und Unterstiitzung meinen 
herzlichsten Dank aussprechen. 














Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffs. IX. 
Kleinere Mitteilungen. 


Von 
Hans Fischer und Georg Niemann. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1925.) 





In fritheren Arbeiten’) ist das Mesobilirubin beschrieben, 
das sich vom Bilirubin durch viel gréBere Krystallisations- 
fahigkeit und bessere Léslichkeitsverhiltnisse auszeichnet und 
deshalb fiir kiinftige Untersuchungen iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs ein geeignetes Ausgangsmaterial darstellt. Wir 
haben den ProzeB seiner Gewinnung neuerdings sehr ver- 
einfacht dadurch, daB die katalytische Hydrierung bei Gegen- 
wart von kolloidalem Palladium nicht in der Kilte wie bisher, 
sondern in der Hitze bei Wasserbadtemperatur durchgefiihrt 
wurde. Die Operation kiirzt sich auf diese Weise auf etwa 
1/, Stunde, die Ausbeute ist ebensogut (55°/,). 

Die Molekulargewichtsbestimmung des Mesobilirubins 
durchzufiihren miBlang; dagegen erhielten wir ein sehr schén 
krystallisiertes Kupfersalz aus Mesobilirubin durch Arbeiten 
nach der Methode der Cu-Einfiihrung in die Dipyrrylmethene, 
wie sie mit Schubert beschrieben wurde.”) Die Ausbeute 
war aber schlecht; es ist empfehlenswert, nur kleine Mengen 
anzuwenden. Das Cu-Salz krystallisiert in feinen Prismen 
(vgl. Tafel, Fig. 1). Die Elementaranalyse ergab auffallend 
niedrige Kohlenstoff- und hohe Kupferwerte, so daB eine Ab- 
spaltung eines Kerns aus dem Bilirubin sehr wahrscheinlich 
und die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen ist, daf 
ein Kern zerstért wurde. Ein Shnliches Verhalten wurde 
seinerzeit bei der Darstellung des Cu-Salzes der Azofarbstofie 
des Bilirubins mit Diazobenzolchlorid beobachtet.?) Was fiir 








1) VIII. Diese Zs. Bd. 137, S. 893 (1924). 
*) Ber. Chem. Bd. 57, 8. 610 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 115, S. 251 (1921). 
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eine Reaktion bei unseren Versuchen stattgefunden hat, ist 
schwer zu sagen. Zwei Méglichkeiten sind im experimen- 
tellen Teil angegeben, jedoch stimmen die Analysenzahlen 
nicht befriedigend, und wir miissen uns vorliufig mit der Tat- 
sache abfinden, daB eine noch unbekannte Verinderung bei 
der Bildung des Cu-Salzes vor sich geht, die naher studiert 
werden soll, sowie die Ausbeute an Cu-Salz besser ist. Viel- 
leicht gibt auch die noch nicht verdffentlichte Analyse 
W. Kiisters iiber sein Cu-Bilirubin naihere Auskunft iiber die 
Zusammensetzung unseres Cu-Salzes.?) 

Durch Einwirkung von Brom auf Mesobilirubin wurde ein 
prachtvoll krystallisierter Bromkérper (vgl. Tafel, Fig. 2) er- 
halten; die Ausbeute war jedoch auch hier so schlecht, dab 
wir uns nicht entschlieBen konnten, mehr des kostbaren 
Materials zu opfern. 

In einer friiheren Mitteilung*) iiber Gallenfarbstoff wurde 
von H. Fischer bei der Gewinnung des Mesobilirubins 
ein Nebenprodukt beobachtet, das  krystallisiert, in der 
analytischen Zusammensetzung aber vom Mesobilirubin ver- 
schieden war. Von diesem Kérper war noch eine kleine 
Menge vorhanden, die zu einigen Versuchen beniitzt wurde. 
Die Oxydation mit Salpetersiure ergab Methylathylmaleinimid, 
der fiir das Mesobilirubin auBerordentlich charakteristische Ester 
war jedoch nicht gewinnbar. Vermutlich handelt es sich hier um 
ein Zwischenprodukt zwischen Bilirubin und Mesobilirubin. 

In der 8. Mitteilung iiber Gallenfarbstoffe wurde ein schén 
krystallisiertes Kondensationsprodukt aus Benzaldehyd und 
Mesobilirubinogen beschrieben, das nach der Analyse durch 
Kondensation von Bilirubinsiure ,,in statu nascendi* mit Benz- 
aldehyd entstanden sein mu8. Die Gewinnung dieses Kérpers 
haben wir betrichtlich vereinfacht dadurch, daB das Meso- 
bilirubinogen nicht mehr isoliert, sondern die aus Bilirubin 
durch Hydrierung mit Natriumamalgam erhaltene farblose 
Mesobilirubinogenlésung zur Kondensation beniitzt wird unter 
den im experimentellen Teil angegebenen Bedingungen. Die 





1) Zs. fiir angew. Chem. Bd. 37, S. 200 (1924). 
*) Zs. Biol. Bd. 65, S. 173 (1914). 
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Ausbeute betrug 10°/, des Bilirubins, worin man eine Be- 
stitigung der asymmetrischen Formel des Bilirubins erblicken 
kann. Wir haben versucht, die Doppelbindung, die durch die 
Kondensation von Benzaldehyd mit Bilirubinsiure entsteht, 
durch katalytische Hydrierung nachzuweisen; wir konstatieren 
lediglich die Tatsache, daB die Hydrierung nicht gelungen ist, 
wie aus der Analyse des wiedergewonnenen Materials hervor- 
geht. — Auffallend ist die auBerordentliche Bestindigkeit des 
Kondensationsproduktes. Es ist resistent gegen 6stiindige Be- 
handlung mit Natriummethylat auf 195°. 

Hinen eigenartigen Verlauf nahm die Reduktion mit Eis- 
essig—Jodwasserstoff. Wihrend das Ausgangsmaterial durch 
gelbe Farbe ausgezeichnet ist, wurde hier ein prachtvoll kry- 
stallisiertes Reduktionsprodukt erhalten, das Prof. Steinmetz 
krystallographisch messen konnte. Nach der Analyse ist es 
das Wabhrscheinlichste, daB die Oxygruppe in der Bilirubin- 
siure reduziert worden ist und ein Kérper folgender Kon- 
stitution vorliegt: 


H,C— + i _0.H, oy @ % CH, -CH,-COOH 
ae a) C-—CH, 


H,C— 





-) 
Pine 2 

Wir kénnen diese Konstitutionsformel nur mit Vorbehalt 
aufstellen, weil die Analyse ein stérendes Defizit im Wasser- 
stoff ergibt. Auch ist es einigermaBen auffallig, daB hier nun 
die Oxygruppe glatt reduzierbar ist, wihrend in der Bilirubin- 
siure dies nicht der Fall ist (vgl. die Bemerkung S. 200). Der 
Abbau jedoch sprach im Sinne obiger Formulierung, indem 
1 Mol. Imid und 2 Mol. ,saure Fraktion“ erzielt wurden. In 
der sauren Fraktion konnte Benzoesiure mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit nachgewiesen werden. Im Sinne der obigen 
Konstitution spricht auch die Titration, die auf eine einbasische 
Siure stimmt; allerdings gelang die Veresterung nicht, und 
auffallend ist auch die negative Ehrlichsche Aldehydreaktion. 
Nach der Untersuchung von Prof. Steinmetz ist die Krystalli- 
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sation bisphenoidisch, und demgemiB sollte der Kérper optisch 
aktivy sein, was jedoch nicht der Fall ist. Wir haben auch 
neuerdings wieder Mesobilirubinogen optisch untersucht, aber 
keinerlei Aktivitét feststellen kénnen. 

Vor einigen Jahren") wurde von H. Fischer durch Kin- 
wirkung von salpetriger Siure auf Bilirubin ein schén kry- 
stallisiertes Produkt erhalten, dessen Konstitutionsaufklarung 
nicht gelungen war. Die Hauptschwierigkeit war die, daB der 
Kérper sehr unbestandig war, indem er sich nach kurzer Zeit 
in einen héher schmelzenden Kérper umwandelte, womit gleich- 
zeitig ein Heruntergehen im Kohlenstoffgehalt verkniipft war. 
Wir haben den Kérper neuerdings dargestellt und kénnen die 
alten Beobachtungen bestiatigen. Wir haben ihn nochmals der 
Mikroanalyse unterworfen und nach den erhaltenen Zahlen, die 
gute Ubereinstimmung mit den frither gefundenen zeigen, 
stimmen die Werte sehr gut auf Methylvinylmaleinimid. Auch 
die Molekulargewichtsbestimmung sprach in demselben Sinne. 
Trotzdem halten wir es fiir AuBerst unwahrscheinlich, dab 
Methyl-vinylmaleinimid vorliegt, weil die Hydrierung des Pro- 
duktes sowohl mit Natriumamalgam als auch besonders gut 
mit Aluminiumamalgam gelang und zu einem neuen Kérper 
fiihrte, der deutlich wasserstoffreicher war, aber sicher kein 
Methyl-athylmaleinimid ist. Wir halten es deshalb fiir das wahr- 


scheinlichste, daB dem Kérper folgende Strukturformel zukommt: 
ee 
~ee" 
NH O 


und seinem Hydrierungsprodukt diese: 


oc CH, 
2 “ee 


Sollten diese Formeln sich als definitiv richtig erweisen, so 
ware damit ein groBer Fortschritt in bezug auf die Erforschung 
des Bilirubins gewonnen. Leider hat das zur Verfiigung 





1) Diese Zs, Bd. 91, S. 192 (1914) und Zs. Biol. Bd. 65, S. 178 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXLVI. 14 
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stehende Material an Bilirubin zur weiteren Untersuchung 
nicht mehr gereicht, und da es unméglich ist, die Arbeit ge- 
meinsam fortzusetzen, erfolgt schon jetzt die Verédffentlichung 
der noch unvollstindigen Resultate. : 

Aus demselben Grunde sei auch heute schon iiber einen 
Versuch zur Darstellung des Vinylmaleinsiureanhydrids be- 
richtet, der nicht zu dem gewiinschten Kérper fihrte, aber 
doch der Mitteilung wert ist. 

Wir lieBen Athylenbromid auf Acetessigester einwirken in 
der Hoffnung, den noch nicht in reinem Zustand!) bekannten 
Bromithylacetessigester zu erhalten, um von hier aus dann 
durch Blausiureanlagerung, Verseifung und Abspaltung von 
Bromwasserstoff zu dem gewiinschten Kérper zu gelangen. 
Die Reaktion verlief jedoch anders und zwar so, wie die folgen- 
den Formulierungen anzeigen. 


als Na Br |H,C—CH, Br Na rt 
C,H,O-—C==0 Y O0=C—O0C,H, 
CH,—C—CH—CH,—CH,—CH—C—CH, 
fo 
on ee 


C.H,.0-C=0 y  O=C-0-C,H, 
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1) Vgl. Perkin, Soc. Ld. Bd. 51, 8. 883 (1887) zit. auch Kiister, 
diese Zs..Bd. 145, S. 57 (1925). 
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Wir erhielten das noch nicht bekannte, in der letzten 
Formel III wiedergegebene Bis-(1-Phenyl-4-methyl-pyrazolyl)- 
athan in schén krystallisiertem Zustand, dessen Analyse ein- 
deutig auf den Kérper der angegebenen Konstitution stimmte. 
Bis jetzt ist nur ein Vertreter dieser Kérperklasse bekannt, nim- 
lich «,8-Dipyrazolyl-athan, das von Gray") — einem Schiiler 
Knorrs beschrieben wurde. Méglicherweise liegt bei unserem 
Kérper auch die isomere Enolform vor. Die Untersuchung 
hiertiber soll gelegentlich angestellt werden, ebenso ist die 
Synthese des Athans (III) direkt aus Methyl-phenyl-pyrazolon 
in Angriff genommen. 

Weiterhin wurde Mesobilirubinogen der LEinwirkung 
girender Hefe unterworfen; doch war kein EinfluB der Hefe 
zu konstatieren unter den angewandten Bedingungen. Das 
Mesobilirubinogen wurde zwar nicht vollig rein wiedergewonnen, 
aber aus allen Kigenschaften geht doch hervor, daB ein Abbau, 
wie wir ihn erwartet hatten, nicht stattgefunden hat. Kine 
interessante Beobachtung ist besonders hervorzuheben. In 
einem Versuch setzte die Girung so lebhaft ein, daB die Hefe 
iiberstieg und der Schaum eintrocknete. Als wir diese 
schaumige Masse nun mit Hilfe von Ehrlichs Reagens auf 
Mesobilirubinogen untersuchten, fiel der Versuch vollig negativ 
aus. Trotzdem war es in hohem Ma8e wahrscheinlich, daB 
Mesobilirubinogen vorhanden war. In der Tat gelang es dann 


' durch Ausziehen mit Alkohol, dieses von der Hefe zu trennen 


und sowohl durch die intensive Aldehydreaktion als durch 


» Isolierung des Mesobilirubinogens in krystallisiertem Zustand 


| nachzuweisen. Es zeigt dies, wie energisch Hefe selbst relativ 
| groBe Mengen von Mesobilirubinogen AuBerst zih absor- 


bieren kann. 

Endlich haben wir uns noch mit dem Mykoporphyrin, 
dem Farbstoff der Penecilliopsis clavariaeformis Solms von 
Reinke beschiftigt.”) 

Durch das Entgegenkommen der Herren Direktoren van 
Leeuven und Dr. van Overeen des Botanischen Gartens 

) Gray, Chem. Ber. Bd. 33, S. 1220 (1900), 


*) Annales du Jardin Botanique de Buitenzoorg Bd. 6, S. 73 (1887). 
14* 
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von Buitenzoorg — wir danken auch an dieser Stelle beiden 
Herren herzlichst — waren wir in der Lage, die Untersuchung 
anzugehen, wenn auch die Menge der Sklerotien, die wir in 
Alkohol konserviert erhielten, eine ausfiihrliche chemische 
Untersuchung nicht erlaubte. Fir uns hatte die Verbindung 
natiirlich besonderes Interesse, weil nach der Bezeichnung und 
Beschreibung von Reinke es sehr wohl méglich war, daB, wie 
es ja auch der Name sagt, hier ein Porphyrin vorliegt. Reinke 
hebt auch hervor, daB die Spektralerscheinungen an die alka- 
lischen Umwandlungsprodukte des Chlorophylls, das sind eben © 
die Porphyrine, erinnern. Nach unserer Untersuchung handelt 4 
es sich sicher nicht um ein Porphyrin; denn bei Zusatz 7 
von Alkali zum Farbstoff entsteht nicht der charakteristische 
Umschlag der Porphyrine; Kupfer wird nicht komplex auf- 
genommen; auch gelang es nicht, das Mykoporphyrin krystalli- 
lisiert zu erhalten; wohl wurden aus der alkoholischen Li- ~ 
sung Krystalle erhalten, sie waren aber farblos, (Fettsiuren?) | 
und die erhaltene Menge reichte zur niheren Untersuchung 
nicht aus. 


Bemerkung zu der Arbeit von W. Kiister tiber den — 
Bilirubindimethylester (Diese Zs. Bd. 141, 8. 43 [1924]). | 


In einer sehr interessanten Arbeit hat vor kurzem W. Kiister den | 
Bilirubin-dimethylester dargestellt und u. a. seine MolekulargréBe fest- 7 
gelegt. §S. 43 in einer Anmerkung meint Kiister, daB die von mir | 
beim Mesobilirubinogen festgestellte Molekulargré8e zu C,, keinen ganz 
sicheren Riickschlu8 fiir die MolekulargréBe des Bilirubins bedeutet, 
weil es immer nur in geringer Ausbeute aus Bilirubin entstiinde, so dad 
mit der Méglichkeit gerechnet werden miiBte, da8 nur ein Teil des | 
Bilirubinmolekiils der Reduktion zum Mesobilirubinogen zuginglich ge- F 
worden sei. Dieser Auffassung kann ich nicht beipflichten. Urspriinglich | 
wurde das Mesobilirubinogen Hemibilirubin genannt, weil ich eben nach | 
den Ausbeuten der Ansicht war, daB eine Spaltung des Molekiils ein- 
getreten sei. Die Ausbeuten stiegen dann aber bis auf 55°/, und so 
war ich gezwungen, den Namen Hemibilirubin zu ersetzen durch 
Mesobilirubinogen. Weiterhin haben wir das Mesobilirubinogen durch 
katalytische Reduktion des Bilirubins erhalten. Bei diesem ProzeB, der 
sich in der Kilte vollzieht, ist eine Spaltung des Molekiils wohl aus- 
geschlossen. Weiterhin haben wir auf demselben Weg Mesobilirubin 
erhalten, welches in allen Eigenschaften mit dem Bilirubin (sogar kry- 
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stallographisch!) iibereinstimmt, und dieses Mesobilirubin geht mit Natrium- 
amalgam so gut wie quantitativ in Mesobilirubinogen iiber. Unter diesen 
Umstiinden war ein Zweifel an der MolekulargréBe des Bilirubins nicht 
méglich, ganz abgesehen davon, daB die Resultate des chemischen 
Abbaus nur durch das Vorhandensein von 4 Pyrrolkernen erklairt werden 
konnten. Ich darf wohl daran erinnern, da8 wir aus Bilirubin sowohl 
wie Mesobilirubin, wie Mesobilirubinogen die bimolekulare Bilirubinsiure 
neben trisubstituierten Pyrrolen erhalten haben. Der einzige Einwand, 
der gemacht werden kann, ist der, daB das Bilirubin nicht die Formel C,, 
besitzt, sondern ein Multiplum dieser Formel. MHieriiber gibt weder 
unsere Arbeit, noch die Kiistersche Aufschlu8 und es ist sogar sehr 
wahrscheinlich, da8 das Bilirubin in polymerisierter Form vorliegt, sowie 
es kurze Zeit gelagert hat, wofiir besonders die auBerordentlich ab- 
nehmende Léslichkeit des Bilirubins in Chloroform je nach Alter der 
Priparate spricht. H. Fischer. 


Experimentellor Teil. 
Zur Gewinnung von Mesobilirubin. (HeiSe Hydrierung.) 


Wir lésen in einem kleinen Rundkolben 1 g Bilirubin in 
50 ccm n/10-NaOQH und geben dazu 0,1 g kolloidales Pd. 
Es wird zweckmiBig ein Kiihler aufgesetzt. Bereits in der 
Kalte wird ein maBiger Wasserstoffstrom eingeblasen und 
die Lésung auf dem Wasserbad bis nahe zum Sieden gebracht. 
Nach etwa 10 Minuten, wenn die Farbe der Lésung den charakte- 
ristisch griingelben Stich angenommen hat, entfernt man die 
Warmequelle und 148t unter Erkalten und ohne Unterbrechung 
der H-Zufuhr die Reaktion abklingen. Dieses Stadium der 
Reaktion bedeutet fiir die Mesobilirubinbildung den Endpunkt. 
Da diesen richtig zu wahlen, fiir die Erzielung einer guten Aus- 
beute wichtig ist, sei als kennzeichnend noch erwihnt, daB das 
Aufschiumen stark nachli8t und der Schaum fast farblos er- 
scheint. Nach dem Ansiuern und Absaugen des Niederschlages 
ist die Art seiner Verarbeitung die in den friiheren Mitteilungen 
bereits beschriebene. Dieses Verfahren der Hydrierung in der 
Hitze verdient vor dem bisher angewandten den Vorzug vor 
allem wegen seiner raschen Durchfihrbarkeit. Bei der kalten 
Behandlung ist die Hydrierungsdauer 12—24 Stunden. Aller- 
dings verzichten wir nun auf die Messung des Wasserstoff- 
verbrauchs. Was die Ausbeute an Mesobilirubin anlangt, so 
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steht das neue Verfahren dem bisher geiibten nicht nach. 
Sie betragt auch hier etwa 55°/,. Die Hydrierung in der 
Hitze wurde bisher nur bis zur Mesobilirubinstufe durchgefihrt. 

Wie bekannt, erhilt man aus Mesobilirubin bei weiterer 
Hydrierung, sei es mit Natriumamalgam, sei es nach der 
katalytischen Methode, Mesobilirubinogen. Die beiden Methoden 
sind einander gleichwertig; es muB dazu bemerkt werden, 
daB man von Mesobilirubin ausgehend zu ganz reinem, kreide- 
weiBem Mesobilirubinogen kommt, wahrend das aus Bilirubin 
gewonnene Mesobilirubinogen immer auch in ganz frischem 
Zustand einen leicht rétlichen Anflug besitzt. 


Molekulargewichtsbestimmung des Mesobilirubins. 


Die Léslichkeit in Campher ist nur sehr gering. Erst bei 
240° erhalt man eine glatte Lésung des Mesobilirubins in 
Campher. Fiir die Molekulargewichtsbestimmung nach Preg] 
kommt nur Chloroform als Lésungsmittel in Betracht. Das 
Mesobilirubin lést sich zwar darin, aber fiir die zu verwendende 
Flissigkeitsmenge nicht geniigend, andererseits erweist sich 
Chloroform nach den Erfahrungen unseres Laboratoriums als 
fiir die Molekulargewichtsbestimmung wenig geeignet. 


Cu-Salz des Mesobilirubins.}) 


0,1 g Mesobilirubin wird in 3 ccm konz. Ammoniak zur 
Lésung gebracht. Auf Zugabe von ammoniakalischer Cu-Lésung 
tritt momentan Griinfarbung ein, und schon jetzt ist das charakte- 
ristische Absorptionsspektrum erkennbar. Unter Zugabe von 
3 ccm Alkohol, 3 ccm Wasser wird alsdann kriftig gekocht, 
so lange, bis die griine Farbe der Lésung in eine gleichbleibend 
blaue iibergegangen ist. Das dauert etwa 15 Minuten. Man 
macht dabei die Beobachtung, daB iiberall da, wo Luft zutritt, 
besonders beim Ablaufen der Fliissigkeit an der GefaBwandung 
eine Zunahme der Blaufarbung eintritt. (Méglicherweise handelt 
es sich um einen Dehydrierungsvorgang.) Dann wird auf 
einmal mit 5 ccm Hisessig bei Gegenwart von Chloroform an- 





1) Cu-Bilirubin Kiister: Zs. angew. Chem. Bd. 32, S. 200 (1924). 
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gesiuert und die CHCI,-Hisessiglésung mit viel Petrolather ver- 
setzt. Von Schmieren, die sich an den Wanden absetzen, 
wird abgegossen und die Lésung stehen gelassen. Oft erst 
nach lingerer Zeit scheidet sich das krystallisierte Cu-Salz in 
winzigen Prismen ab. Die Reaktion geht nur gut in kleinem 
MaBstab, ein gréBerer wiirde sich jedoch auch wegen der 
Kostbarkeit des Materials nicht empfehlen. Die Ausbeute laBt 
sich wegen betrichtlicher Schwankungen nicht zuverlissig an- 
geben. SBestenfalls betrug sie 20mg. Bis 350° zeigt der 
Kérper keinen Schmelzpunkt. 

Herr Prof. Steinmetz teilte iiber die Krystallform 
folgendes mit: ,,Sehr feine Nadeln, die diinnsten lassen parallele 
Ausliéschung erkennen. Ist die Schwingungsrichtung parallel 
den Prismen, so erscheinen sie himmelblau, senkrecht dazu 
fast farblos, etwas gelblich. Die zahlreichen, schwarz undurch- 
sichtigen Prismen scheinen nur Biindel von feineren Krystallen 
zu sein, so da8 das Praiparat mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
einheitlich ist (Photographie). 

Das Cu-Salz ist in allen gebrauchlichen Lésungsmitteln 
schwer bzw. unléslich, Pyridin und LEHisessig machen eine 
Ausnahme. 

Der spektroskopische Befund (in Hisessig gemessen) ist 
folgender: 

I. 651,2—618,2; II. 590,7—570,0; 

634,7 580,3 








in Pyridin: 


I. 661,1—620,5; II. 600,4—577,1. 
Die Analyse ergab folgendes: 


5,288 mg Substanz gaben 2,595 mg H,O, 10,765 mg CO, und 
0,751 mg Asche. 


4,015 mg Substanz gaben 0,279 ccm N, 709 mm, 15°, N 7,68. 
Gef, C=55,62°/, H=5,44°9/, Cu=11,34°/, N=7,68°/, O=19,92%, 


Aus den Analysenzahlen errechnet sich eine Brutto- 
formel von C,,H,,N,CuO, (Tripyrrylmethanderivat?). 

Fir Bilirubinsiure ++ 2-4-Dimethyl-3-Athyl-5-oxypyrrol- 
1CH,COOH: | 








ay é 
Aes 
ist 


206 Hans Fischer und Georg Niemann, 


C,,H,,N,0,Cu 
Ber. C=57,479/, H=6,799/, N=1,45°9/, Cu=11,27% O=17,02°/, 
Fir Bilirubinsiure + Isophonopyrrolcarbonsiure mit COH- 
Gruppe statt Methingruppe: 
C,;H;,N,0,Cu 
Ber. C= 55,58°/, H= 7,099, N=1,78°/, Cu=11,78°/, O=17,78°, 
Kine Probe des Cu-Salzes wurde in n/10-Alkali gelést 
und mit einer Spur Natriumamalgam geschiittelt. Es trat 
Entfarbung ein; die Aldehydreaktion war positiv. 


Darstellung des Brommesobilirubins. 


0,1 g Mesobilirubin wurde in 5ccm Chloroform teilweise in . 


Lésung gebracht, mit dem gleichen Volumen Eisessig versetzt 
und Brom in einer Menge von 5 Mol. zugesetzt. Es trat sofort 


intensive Blauviolettfarbung ein und im Laufe kurzer Zeit 7 
véllige Lésung. Nach einem Monat war noch keine Ver- © 


ainderung oder Krystallisation wahrnehmbar. Nach 3 Monaten 
hatten sich an der GefaiBwandung kleine linsenférmige Kry- 
stallchen abgesetzt, die von der Lésung abfiltriert wurden. Es 
waren insgesamt 20 mg. Durch lingeres Stehen der Liésung 
konnte eine weitere Krystallisation nicht herbeigefiihrt werden. 
Das Umkrystallisieren des K6rpers stieB auf Schwierigkeiten 
wegen seiner iiberaus groBen Léslichkeit in fast allen Lisungs- 
mitteln. Chloroform macht eine Ausnahme, und es gelang 
schlieBlich aus einer Mischung von Alkohol und Chloroform. 
Doch betrigt der Verlust dabei etwa 90°/,. Es wurden 
kleine Prismen erhalten, so wie sie aus der Tafel, Fig. 2 er- 
sichtlich sind. 

Die krystallographische Untersuchung des krystallinischen 
Rohprodukts durch Herrn Prof. Steinmetz besagt folgendes: 
Kleine tafelige Krystillchen, an denen aber keine deutliche 
krystallographische Umgrenzung feststellbar ist. Die Aus- 
léschungsrichtungen sind parallel und senkrecht zum Lings- 
durchmesser der meist symmetrisch geformten Wetzsteine. 
Ist die Schwingungsrichtung parallel dem Liangsdurchmesser, 
so erscheinen die Krystalle hellblau, in der dazu senkrechten 
Stellung graulich olivgriin. 


Rent pater eats eter mae Aue sacar rete NEA ce HE * P i aia 
SE SR a nem nee I Ss eager St eT ee eT EAE TES eR TRC ee 


MAN SAIC BIUREE TY yr SEC 





‘i 
if 
i 
is 
- 
i, 
Bis, 
& 
e 
Be 
Pe. 
wa 
be 
& 
Fs i 
Pe: 
ae: 


sr ise OR AA 


dsp eta: 





Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffs. IX. 207 


Untersuchung eines von H. Fischer vor 10 Jahren ge- 
wonnenen Mesobilirubins. 


H. Fischer isolierte friiher (vor 10 Jahren) auBer dem 
rein gelben Mesobilirubin noch einen Kérper, der in seinem 
Habitus, seiner F’arbe und Krystallform dem Bilirubin tauschend 
ahnlich ist. Bei der neuerdings vorgenommenen Untersuchung 
stellte sich heraus, daB der Kérper wie Mesobilirubin aus 
Pyridin umkrystallisierbar ist, auBerdem dessen Schmelzpunkt 
von 300° zeigt (unter Aufblihen). 

Veresterung. 

Allein der Versuch, das Produkt zu verestern, miBlang. 
Gerade diese Reaktion ist aber fiir das Mesobilirubin so be- 
zeichnend. 

Oxydation mit HNQ,. 

Die Oxydation mit Salpetersiure zeigte folgendes Er- 
gebnis: Zur Verarbeitung gelangten 0,05 g. Diese wurden mit 
1 cem konz. HNO, (1,4 g) tibergossen und bis. zum niachsten 
Tag stehen gelassen. Die Trennung in den sauren und alka- 
lischen Anteil wurde schon mehrfach beschrieben. Dieser wog 
5,4 mg (nicht annihernd 1 Mol.) und war reines Methylathyl- 
maleinimid. Nach dem Sublimieren zeigte es den Schmelz- 
punkt von 66—67° Jener, der saure Anteil, wog 16 mg, war 
dlig und konnte nicht zur Krystallisation gebracht werden. 


Zur Darstellung des Benzaldehyd-Kondensations- 
produkts. 


Die Darstellung des Kérpers konnte ganz erheblich ver- 
einfacht werden, so daB die Isolierung des Mesobilirubinogens 
ganz fortfallt, und vom Bilirubin ausgehend unmittelbar das Kon- 
densationsprodukt erhalten wird. Wir nehmen folgenden Ansatz: 

2 g Bilirubin werden in 20 ccm n/10-NaOQH unter Zusatz 
von 5ccm Wasser mit Natriumamalgam reduziert bis zur 
Farblosigkeit. Die Lésung wird rasch vom Quecksilber ab- 
gegossen und im Schiitteltrichter bei Gegenwart von CHCl, 
mit Schwefelsiure angesauert und vorsichtig ausgeschiittelt, 
um die Bildung von Emulsionen zu vermeiden. 

Die Chloroformlésung wird abgelassen und mit 20 ccm 
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25°/, Salzsiure extrahiert. Die fast entfirbte CHCl,-Schicht 
zeigt nur noch schwache Aldehydreaktion. 

Nun wird die salzsaure Loésung des Mesobilirubinogens 
mit einem Uberschu8 von Benzaldehyd etwa 20 Minuten auf 
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Das Kondensationsprodukt 
setzt sich in dunklen Schmieren an der GefaSwandung ab, 
wird beim Erkalten fest und kann nun, nachdem die Lésung 
abgegossen ist, mittels Methylalkohol rein erhalten werden. 
Das geschieht in der schon in der letzten Mitteilung be- 
schriebenen Weise. Die Ausbeute ist eher etwas besser als 
nach dem friiheren umstandlicheren Verfahren. 


Hydrierung des Benzaldehyd-Kondensationsprodukts. 


Als Ausgangsmaterial diente 0,15 g K.P. Dieses wurde 
in 30 ccm Kisessig durch Erwirmen in Lésung gebracht und 
zuerst unter Zusatz von 0,05 g, dann unter Zugabe von wei- 
teren 0,1 g Pt-mohr hydriert. Die Lésung wurde vom Pt ab- 
filtriert und der Hisessig bei 50° abdestilliert. Der Riickstand 
war hell krystallisiert. Mit Methylalkohol behandelt, blieb 
0,1 g Rohprodukt. Aus demselben Lésungsmittel wurde um- 
krystallisiert. Der Schmelzpunkt ist bei 260°. Der Kérper 
ist bei der hohen Temperatur sehr bestaindig. Nach dem 
Schmelzen krystallisiert er aus Alkohol wieder. — Mit Diazo- 
benzolsulfosiure tritt sehr langsam Kupplung ein, was an 
einer intensiven Blaufarbung erkennbar ist. 


Analyse: Bei 60° im Vakuum konstant getrocknet. 
4,996 mg Substanz gaben 3,200 mg H,O und 13,420 mg CQ,. 


Gef. C = 13,28°/, H = 7,17, 
Fiir das nicht hydrierte Produkt wurden dieselben Werte gefunden: 
C = 73,40 °/, H = 7,20°/ 


Der Mischschmelzpunkt mit dem nicht hydrierten Produkt 
‘lag nicht unterhalb 240°, dem Schmelzpunkt des letzteren. 
Es kann also kaum an der Identitit der beiden Korper ge- 
zweifelt werden. Méglich wire aber, daB infolge der Be- 
handlung eine andere Modifikation des Koérpers vorliegt, wie 
ja die angenommene Formel auch zwei isomere Formen voraus- 
sehen lift. Die beiden Formen konnten bisher nur fiir das 


oh eR Ra a IRIE Cs. sora ce gas aeons stu rgn Rime _— a . ee oan 
ps SRE nthe ee Seer me MT eee es Ee IT eR ee Ee Ree Ree me tem rn 


ESSN Sia FSR PN es EE ae aE 5 


Bich 4 








LE ETE TT OT MMS Lege act arte Petia ene 
Fg oe Ss Sap esa. <, TO ey eee ste he Seg fe 
RRO eae ee aT tl RNa Te ee MANNE Tn t cle e ee SSE 


TEN Ramparts Oheze i -citiecore ey 
OSTA 8 MT eee he 
Pa Pe eee : 5 


Ere: 


pS ey eee est 
oye erie 





Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffs. IX. 209 


yeresterte Produkt durch Schmelzpunkt und Krystallisations- 
unterschiede festgelegt werden (bei dem vorliegenden un- 
veresterten sind die Krystallisationsverhiltnisse zu ungiinstig, 
als daB eine krystallographische Messung méglich wire). 


Benzaldehyd-Kondensationsprodukt mit Natrium- 
methylat. 


01g B.K. in 3ccm 10°/, NaOCH, wurden 6 Stunden 
auf 195° erhitzt. Beim Verdiinnen mit Wasser Ausfallen 
eines intensiv gelben Na-Salzes. Von diesem wurde abfiltriert, 
das Filtrat angesiuert, auschloroformiert, mit wenig Petrol- 
iither versetzt und stehen gelassen. Es trat keine Krystalli- 
sation ein. 

Der Niederschlag wurde aus Wasser umkrystallisiert, wobei 
eine kolloidale Lésung entstand, die noch nach Wochen er- 
halten blieb. 

Kin Teil davon wurde mit Essigsiure gefallt und der 
Niederschlag aus verdiinntem EKisessig umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 252°. Mit dem urspriinglichen Kondensationsprodukt 


keine Depression. Dabei fiel wiederum auf, daB die einzelnen 


Produkte verschiedene Schmelzpunkte zeigten von 240—260°, 
vgl. oben. 


Reduktion des Kondensationsprodukts mit Eisessig— 
Jodwasserstoff. 


0,3 ¢ wurden in das siedende Gemisch von 9 ccm HJ 
(spez. Gew. 1,96) und ebensoviel Hisessig eingetragen und eine 
Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. Dann wurden einige 
Kérnchen PH,J zugegeben, bis die Liésung véllig farblos war. 
Nach dem Verdampfen des Eisessig—Jodwasserstoffs wurde der 


 Riickstand in Sodalésung gelést und alkalisch ausgeithert. 


Dieser alkalische Extrakt war farblos, zeigte intensive 
Aldehydreaktion. Der Riickstand war minimal, kompte aber 
nicht in krystallisierte Form gebracht werden. 

Der saure Anteil zeigte ebenfalls die Aldehydreaktion. 
Nach dem Verdunsten des Athers war er zunichst verschmiert. 
Aber nach wiederholter Behandlung mit diesem Lisungsmittel 
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krystallisierte er plétzlich. Durch vorsichtiges Auswaschen . 


wurden die feinen farblosen Krystillchen von der roten Bei- 
mengung befreit und nun aus Methylalkohol unter Zusatz von 
Wasser umkrystallisiert. 

Herr Professor Steinmetz fihrte die krystallographische 
Untersuchung aus. ,,Die Substanz besteht aus kleinen Bliatt- 


chen von rhombischem Umrib, wahrscheinlich sind es aber © 


nicht rhombische Krystalle, sondern trigonale Rhomboeder. 
Der ebene Winkel der Rhombenflichen der Begrenzungskanten 
betragt an der dreikantigen R-Spitze etwa 101°. 


Die kiirzere Diagonale der Rhombenflichen ist die Schwin- ~ 
gungsrichtung der langsameren Welle. Achsenbilder konnten 3 : 
nicht beobachtet werden, weshalb die Feststellung des Krystall- 
systems noch nicht mit vollkommener Sicherheit gegeben 


werden kann.“ 


Der Korper wurde bei 60° im Vakuum konstant getrocknet. 4 


5,461 mg Substanz gaben 3,715 mg H,O und 14,460 mg CO,. 


5,262 mg _so,, » 0,363 ecm N (709 mm, 15°). 2 
C,,H,.N,O, Ber. H = 7,00, C= 76,979, N= 7,48%, O = 8,549, (@ 
C.,H.sN,0, a 7,50 76,57 7,45 850 
CBRN. *, 7,94 76,19 7,41 8,46 

Gef. 7,06 76,30 7,76 8,88 


Die Molekulargewichtsbestimmung fihrte zu keinem 
Resultat, da die Léslichkeit in Campher zu gering ist. 
a) Oxydation mit Salpetersiure. 


Beim UbergieBen des Red.-K. mit 1 ccm konz. HNO, 1 


(spez. Gew. 1,4) trat unter Aufbrausen und Réotung heftige 
Reaktion ein. Nach 24 Stunden wurde verarbeitet. Beim Ver- 
diinnen mit H,O geringfiigige Triibung, von der abfiltriert 
wurde. 

26,7 mg gelangten zur Oxydation. Der alkalische Anteil 
betrug 6,8 mg, der saure 14,0 mg. 

Beide Anteile waren teilweise krystallisiert. Herr Dr. 
Steinmetz konnte die saure Fraktion wie folgt identifizieren: 
»Was vorliegende Praiparat ist mit gréSter Wahrscheinlichkeit 
Benzoesiure. Beim Vergleich mit einem Priparat von Benzoe- 
siure (subl.) sind an beiden K6rpern diinne Blattchen vor- 


handen, zu denen eine optische Achse fast genau senkrecht i 
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steht, die in beiden Praparaten die gleichen Farbenerscheinungen 
beim Einschieben einer Gipsplatte mit Rot I ergibt.‘ 

b) Titration: 

10,160 mg verbrauchten 0,260 ccm n/10-NaOH. Daraus 
berechnet sich eine Basizitit von 1,008, d.h. es handelt sich 
um eine einbasische Siure. 

Daraus berechnet sich ein Molekulargewicht von 387. 

Nach der Titration konnte der Kérper nicht mehr in un- 
veranderter Form wiedergewonnen werden. 

c) Die Veresterung gelang nicht. 

d) Ein zweiter krystallographischer Befund von 
Herrn Dr. Steinmetz besagt folgendes: 

»uanglich tafelige Krystalle mit spitzer Endigung, denkbar 
als eine Pinakoidfliche mit angrenzenden Sphenoidflaichen. 
Der ebene Winkel der Sphenoidfliche mit dem Pinakoid be- 
trigt 78°. Bisektrix Achsenebene, | zur Lingsausdehnung der 
Krystalle. Vermutlich rhombisch-bisphenoidisch, miBte also 
eine optisch aktive Substanz sein. Identitit mit dem 
friiheren Praiparat liegt vor, Winkelihnlichkeit 78°, damals 
101° = 180 — 79°. Die damalige Annahme der Rhomboeder 
trifft aber nach dem heutigen optischen Befund sicher nicht 
zu, die Krystalle sind optisch zweiachsig.“ 

e) Untersuchung auf optische Aktivitat, auf welche 
der krystallographische Befund den Hinweis gab, verlief negativ. 

Zugleich wurde auch Mesobilirubinogen auf Drehungs- 


| vermégen gepriift, aber sowohl die farblos mit NaHg redu- 


zierte Lésung des Bilirubins als auch Mesobilirubinogen 
in Substanz und in Essigester gelést und gepriift ergaben kein 
positives Resultat. 


Nitritoxydation des Bilirubins. 
Sie geschah in etwas modifizierter Arbeitsweise nach der 


Vorschrift von H. Fischer (Diese Zs, Bd. 91, S. 192 (1914). 


2g Bilirubin werden in etwa 60 ccm n/10-NaOH gelést 
und in 160 ccm LHisessig eingetragen, dabei kraftig um- 
geschiittelt, damit das Bilirubin in feine Verteilung gebracht 
wird. Dann wird im Lauf von 3 Stunden 0,32 g NaNO, zu- 














hee 
Re 

Z 

Ww 

wee 

© 

ee 

h 
esi 

E> 

phe 

ry Py 

ode 

ie 

2 

x 

i, 3}: 
p ba 
eis 
ee 
eae 

a ¢ 

+ 
‘ 

? 


212 Hans Fischer und Georg Niemann, 


gegeben, bis die Lésung violett bzw. eben weinrot geworden 
ist. (Dabei wird auch eine tiefblaue Phase iiberschritten, die 
des ,,Bilicyanins*«. — Zum Vergleich mit dem Mesobiliviolin 
wurde eine Probe der Lésung mit Zinkacetat versetzt. Man 
erhalt dabei eine griinfluorescierende Lésung und findet fol- 
genden Spektralbefund: 
648,0—623,5 und 505,2—528,0 . 
635,8 586,6 
Die Mittelwerte des Zinksalzes von Mesobiliviolin sind 625 
und 573,0.) Nun wird filtriert, und es zeigt sich im Gegen- 
satz zu den friiheren Verfahren, daB alles Bilirubin in Liésung 
gegangen ist. Das Filtrat scheidet auf Zusatz des doppelten 
Volumens Wasser einen flockigen Niederschlag aus. Es wird 
wieder filtriert und die essigsaure Liésung mit Ather etwa 
sechsmal ausgeschiittelt. Der Atherextrakt enthilt viel Essig- 
siure und wird davon gréBtenteils befreit durch Ausschiitteln 
mit Wasser. SchlieBlich wird mit Soda neutralisiert, und im 
Umschlagpunkt geht der ganze Farbstoff in die Lauge; der 
Ather ist noch schwach gelb gefarbt. Beim Eindunsten zu- 
letzt im Vakuum hinterlaBt er die krystalline Kruste des Oxy- 
dationsproduktes; die Kigenschaften wurden, wie von H. Fischer 
beschrieben, gefunden, der Schmelzpunkt zwischen 82 und 86°. 
Der Ubergang in das héher molekulare Produkt vollzieht sich 
an der Luft rasch binnen 48 Stunden; im Exsiccator ist das 
urspriingliche Material oft 8 Tage lang haltbar. 
Die Analyse ergab: 
4,588 mg Substanz gaben 0,427 cem N (717 mm, 18°). 








4,515 mg mA » 2,180 mg H,O und 10,180 mg CQ,. 
Methylvinylmaleinimid C,H,NO, 
Ber. C = 61,32°/, H = 5,11°/, N = 10,29°/, 
Gef. 61,49 5,27 10,30 


Die alten Werte waren folgende: 61,4°/, C und 5,0°/, H.’) 


Hine Molekulargewichtsbestimmung nach Rast lieB sich 
nicht durchfiihren, da sich das Produkt offenbar beim Erhitzen 
veriindert und in Campher nicht mehr léslich ist. 





) Diese Zs. Bd. 91, S. 192 (1914). 


LLANE I RNS 


oats alee eee Cree me 








_ — were 





Zur Kenntnis des Gallenfarbstoffs. IX. 213 


Die Mikromolekulargewichtsbestimmung nach Preg] ergab 


folgende Werte. Als Lésungsmittel diente Alkohol. 
I. 8,223 mg ergaben eine Depression 4 0,065°. 


M 104. 
II. 6,750 mg ‘ ne s A 0,040°. 
C,H,CO, Ber. M 137°, 
Gef. 131 


Als aussichtsreich wurde die 


Hydrierung des Produkts 


verfolgt. Mit Pd-H wurde zwar kein Erfolg erzielt; es ent- 
stand ein Ol dabei; aber bei Anwendung von Natriumamalgam 
wurden im Reaktionsprodukt einige Krystalle beobachtet. 

Wesentlich besser gestaltete sich der ProzeB dann mit 
Aluminiumamalgam. Dies wurde dargestellt nach Houben 
Bd. 2, S. 216 (1922). 

40 mg des Oxydationsprodukts wurden in 30 cem Ather 
gelést und 2 g Aluminiumamalgam zugesetzt, dann 4 Stunden 
stehen gelassen. Der Ather hinterlieB beim Eindunsten eine 


| krystalline Kruste. Durch Sublimieren wurden 12 mg des 
| Reduktionskérpers rein erhalten. Der Schmelzpunkt liegt bei 


58—60°. Die Krystallform ist quadratisch. Der Kérper ist 
farblos und nahezu geruchlos. — Methyl-athyl-maleinimid, 
das auf gleiche Weise reduziert wurde, gab ein farbloses Ol, 
das bisher nicht krystallisierte. 


Analysen: 
3,880 mg Substanz gaben 2,360 mg H,O, 8,570 mg CQ,. 
3,400 mg . » 0,308 cem N (712 mm, 16°). 
C,H,NO, Ber. C 60,439, H 6,47, N 10,07%, 
Gef. 60,26 6,81 9,86 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde nach Rast aus- 
gefiihrt. 0,300 mg Substanz gelést in 2,750 mg Campher gaben 
eine Depression von 30°. Molekulargewicht ber. 139, gef. 1465. 


Garversuch mit Mesobilirubinogen. 


Der Ansatz war folgender: 
2 Liter 10°/,iger Zuckerlésung und 45g Hefe. Dazu wurde 


) im Laufe von 3/, Stunden eine mit Natriumamalgam reduzierte 


fast farblose Lésung von Mesobilirubinogen, hergestellt aus 
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1 g Bilirubin, zutropfen gelassen. Es trat keine Ausflockung 
ein. Die Lésung nahm nach einiger Zeit eine rétliche Farbung 
an, blieb aber in dinner Schicht farblos. Die Aldehydreaktion 
war intensiv positiv. (Erst nach mehreren Tagen war spektro- 
skopisch neben dem Aldehydstreifen auch ein schwacher Uro- 
bilinstreifen erkennbar, ohne jedoch bei langerem Stehen der 
Garlésung intensiver zu werden.) 

Die Géirfliissigkeit wurde iiber Nacht im temperierten 
Raum bei etwa 30° gehalten, wobei die Girung so lebhaft 
einsetzte, daB die Hefe nach oben stieg und aus dem Gefaf 
herausquoll. Dieser Schaum wurde nun zunichst untersucht 
und festgestellt, da8 beim Anstellen der Ehrlichschen Aldehyd- — 
probe keine Rotfirbung erkennbar war. Das war auffillig © 
um so mehr, als die Hefe rétlich gefarbt war. Die Masse 7 
wurde nun mit Alkohol angesetzt und 1/, Stunde geschiittelt. 7 
Von der suspendierten Hefe abfiltriert, zeigte nun das — 
Filtrat intensive Aldehydreaktion. Der Alkohol wurde ~ 
schnell im Vakuum abgedampft, der Riickstand mit CHCl,- = 


Petrolither in der iiblichen Weise auf Mesobilirubinogen ver- | 


arbeitet, das in der Tat krystallinisch isoliert wurde und einen © 
Schmelzpunkt von etwa 180° zeigte. i 
Im ibrigen erwies sich das Mesobilirubinogen in der Gir- © 
fliissigkeit als sehr bestiandig. Nach 5 Wochen, als die Garung q 
allmihlich sistierte, wurde von der Hefe abfiltriert, an der 4 
sich das Mesobilirubinogen gréBtenteils absorbiert hatte, in — 
dem Filtrat fand sich nur wenig. Die Ausbeute war gering, | 
doch konnte der Schmelzpunkt zu etwa 175° ermittelt werden. : 
Die Analyse ergab folgenden Wert: 
4,968 mg Substanz ergaben 0,364 cem N bei 719 mm, 15°. 
Ber. N = 9,40°/, Gef, N = 8,23%, | 

2. Versuch. 0,5 g Mesobilirubinogen wurden in der | 
gleichen Weise, wie eben beschrieben, angesetzt. 1 Liter H,0, 
0,5 g primares Natriumphosphat, 100 g Zucker, 5 g Hefe. 
Die Lésung war nach 5 Wochen nur schwach rosa gefirbt 
und zeigte nach wie vor Aldehydreaktion. Die Absorptions- © 
erscheinungen waren dieselben wie die unter 1 beschriebenen. | 
Die Filtration dauerte 6 Stunden. 
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Der Riickstand, die Hefe samt Mesobilirubinogen ent- 
haltend, wurde mit 40 ccm Alkohol versetzt und geschiittelt. 
Der Alkohol wurde im Vakuum verdampft, der Riickstand mit 
CHCl,-Petrolither behandelt. Das restierende Filtrat auf 
Mesobilirubinogen verarbeitet, ergab etwa 5 mg Mesobilirubi- 
nogen (krystallisiert). Schmelzp. etwa 170° unscharf. — Auch 


i yon diesem Produkt wurde eine N-Bestimmung ausgefiihrt. 


5,548 mg Substanz ergaben 0,412 ccm N bei 719 mm, 16°. 
Ber. N = 9,40°/, Gef. N = 8,29, 


Uber Mykoporphyrin (Penecilliopsis clavariae- 
formis Solms). 


Wir erhielten 2 Réhren von etwa 150 ccm Inhalt, locker 


a gefillt mit Penecilliopsis clavariaeformis Solms und mit Alkohol 
> versetzt. Durch die lange Reise war das Pigment bereits fast 
 vollstindig extrahiert, die Lésung fluorescierte intensiv blutrot, 
4 und bei makroskopischer Betrachtung erinnerte die Lésung 
© durchaus an Porphyrin. 


Spektralbefund der alkoholischen Liésung des Farbstoffs: 
Nach kurzer Vorbeschattung: I. 596,1—589,1. Die Beschattung 


7 setzt sich fort und differenziert sich ab 579 zu einem neuen Streifen II, 


der bis 574,3 reicht. Beschattung setzt sich fort, um ab III. 552,0 in 


E einen neuen schwicheren als I iiberzugehen, der bei 542,5 endet. 
> IV. (schwach) 514,7—499,3; Endabsorption 450. 


Die alkoholische Liésung wurde mit konzentrierter HCl 


q versetzt und der Farbstoff mit Ather aus der konzentrierten 
> salzsauren Lisung ausgeschiittelt. 


Spektrum in Ather: 
Nach Vorbeschattung Beginn I. (deutlicher Streifen) 585,6—579,0; 


1] » il. (zarter Streifen) 568,8—565,4; II. (deutlicher Streifen) 543,0—537,1; 
© IV. (sehr undeutlich) 525,9; Endabsorption 424. 


Geringe Verschiebung des ersten Streifens nach Aus- 


4 waschen des Athers mit Wasser. 


Nach einmaligem Ausschiitteln: I. Streifen 583,9—578,7; nach 


4 mehrmaligem Ausschiitteln: I. 584,4—578,7. 


Auf Zusatz von Natriumacetat sehr verwaschenes Spektrum. 
Beginn bei I. 594,1—588,1; II. nur angedeutet; ILI. (unscharf) 


© 552,0—545,0. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 15 
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Zusammenfassend ist zu sagen, daB der spektroskopische 
Befund dem Porphyrinspektrum wohl auBerordentlich ihnlich 7 
ist, sich von diesem jedoch dadurch prinzipiell unterscheidet, | 
daB der dritte Streifen viel schwacher ausgebildet ist als der | 
erste (bei den Porphyrinen ist das Umgekehrte der Fall), und ; 


weiterhin dadurch, da& das Spektrum in Ather bei neutraler 4 


Reaktion das angegebene ist, wahrend die Porphyrine unter | 
diesen Bedingungen das vielbandige alkalische Spektrum geben. | 
Auch ist bis jetzt kein Porphyrin aus konzentrierter Salzsiiure | 
ausschiittelbar. 

Auch in sehr konzentrierter alkoholischer Schicht konnte [ 
kein Streifen im Rot beobachtet werden. Der Spektral- @ 
befund war: 

I. 604,5—571,3; II. 564,1—544,7; Endabsorption 531,5. 


Diese Zahlen sind wegen der starken Absorption nicht | 
sehr genau und die Messung wurde hauptsichlich durchgefihrt, | 
um zu zeigen, daB im Rot tatsichlich keine Absorption vor- | 
handen ist. | 

Durch sehr vorsichtigen Zusatz von Alkali laiBt sich der 
Farbstoff aus der atherischen Schicht in die wiBrig alkalische 


iibertreiben. Diese nimmt dann eine leicht violette Farbung 


an, das Spektrum aber verschwindet vollkommen, Durch An.- | 
siuern wieder in die ‘atherische Schicht getrieben, zeigt der 
Farbstoff darin den urspriinglichen Spektralbefund: 


Spaltbreite 0,3. Nach Vorbeschattung I. 585,6—579,5; II. 569,83—564,7; § 
vielleicht Streifen bei III. 554,8; IV. (deutlich) 543,0—587,8;  sebr 
schmaler Streifen bei 527,2. Umnscharfe Absorption an der Grenze | 
zwischen blau und griin. 


Nach diesen Befunden kann es sich mit Sicherheit nicht 7. 
um ein Porphyrinspektrum handeln, deun die Porphyrine zeigen |7- 


in Alkali ein mehr oder weniger charakteristisches vielbandiges 7% 
Spektrum, wdhrend hier alkalisch tiberhaupt kein Spektral- 7 


befund zu konstatieren ist. Um eine Carbonsaéure handelt es |% < 


sich aber doch, weil die Alkaliléslichkeit sonst nicht erklarbar | 
wire, wihrend der saure Spektralbefund und die Tatsache, | 
daB der Kérper aus der sauren atherischen Lisung mit Alkali | 
wieder ins Alkali iberfiihrbar ist, dagegen spricht, daB bei | 
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der Behandlung mit Saiure komplex gebundenes Metall entfernt 


' worden ist. 


Versuch, Cu einzufihren: 
Die alkoholische Lésung wurde 5 Minuten mit Kupfer- 
acetat gekocht. Farbe und Fluorescenz der Lisung blieben 


{ dieselben, naimlich blutrot und das Spektrum war folgendes: 


Nach Vorbeschattung I. 595,7—585,6; Il. zarter Streifen 551,2—543,8. 
Endabsorption 530,0. 


Mit Natriumamalgam. 
2ccm der alkoholischen Lésung wurden mit einer Spur 
Natriumamalgam versetzt. Uber eine leichte Zwischenfarbung 


) in violett trat rasch Entfarbung ein. (Es gab aber den An- 
= schein, als ob der Farbstoff ausgeflockt sei.) Védlliges Ver- 


schwinden der spektroskopischen Erscheinungen. 
Nach vorsichtigem Ansaéuern und Zugabe von wenig Alkohol 


| Rickbildung des Farbstoffs. Spektrum: 


I. 587,1—578,1; II. (zart) 569; II]. (unscharf) 542,9—538,0. 
Mit Eisessig—Bromwasserstoff. 
5 ccm der alkoholischen Lésung wurden im Vakuum zur 


| Trockne gebracht. Der Riickstand, der dliger Beschaffenheit 


war, wurde mit 5 ccm Bromwasserstoff—Eisessig angesetzt. Die 
rote Farbe der Liésung verschwand alsbald, ging iiber in 
schmutzig-griin, wihrend zugleich auch der Spektralbefund eine 


Anderung erfuhr. Von dem alkoholischen Spektrum war nichts 
# mehr erkennbar und nur im Rot ein einziger Streifen sichtbar. 


Gemessen mit dem Taschenspektroskop 620—650. 
Nach 2—3 Tagen trat Abschwachung der griinen Farbe 
und damit verbunden ein Verschwinden der spektroskopischen 


) Erscheinungen ein. Aus der urspriinglichen alkoholischen 
» Lisung krystallisierten alsbald farblose Krystillchen, die sich 
@nach lingerem Stehen bedeutend vermehrten, aber beim Ab- 
J filtrieren doch nur ein diinnes Hautchen auf dem Filterknopf 
ausmachten. Sie lassen sich aus Alkohol umkrystallisieren, 
} sind jedoch auch dann noch zu klein ausgebildet, als daB 
"sie krystallographisch etwa bestimmbar waren. Fettsiuren? 


Der Riickstand wurde nach der kalten alkoholischen Be- 


 handlung noch einer 12 stiindigen Extraktion mit dem gleichen 


15* 
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Lésungsmittel unterzogen, allein ohne daB noch eine nennens- 
werte Menge Farbstoff in Liésung gegangen wire. 


Bis-(1-Phenyl-4-methyl-pyrazolyl)-athan. 
(Mitbearbeitet von Karl Platz). 

1,7 g Natrium wurden in 20 g absolutem Alkohol geliést, 
mit 10 g Acetessigester und 15g Athylenbromid versetzt. Bei 
gelindem Erwarmen der Mischung auf dem Wasserbad schied 
sich Bromnatrium in betriachtlicher Menge ab. Zur Sicherheit 
wurde noch eine Stunde auf dem Wasserbad erhitzt, danach 
der Alkohol abdestilliert, das Bromnatrium mit Wasser in 
Lésung gebracht und das Umsetzungsprodukt durch Ausithern 
und Verjagen des Athers gewonnen. Bei 18 mm Druck ging 
die Hauptmenge im Vakuum iiber (unverinderter Acetessig- 
ester), dann stieg die Temperatur auf 140°. Auch durch eine 
zweite Destillation konnte kein scharfer Siedepunkt erreicht 
werden, und die Analyse der bei 138—143° tibergehenden 
Fraktion gab keine auf das Zwischenprodukt I stimmenden 
Zahlen (Gef.: C = 63,12°/,, H=80°/,; die Theorie fiir 
Zwischenprodukt I ist C = 58,7 °/,, H = 7,74°/,) Durch Um- 
setzung mit.Phenylhydrazin wurde jedoch in sehr schlechter 
Ausbeute ein schén krystallisiertes Pyrazolon erhalten, dessen. 
Analyse auf Bis-(1-Phenyl-4-methyl-pyrazolyl-athan gut stimmte. 

4,300 mg Substanz gaben 0,592 eem N (716 mm N, 18°). 


3,540 mg a » 9,140 mg CO, und 1,930 mg H,0. 
C,.H,,N,O, Ber. C 70,59%  H5,88% N 14,97, 
Gef. ,, 70,43 » 6,10 yy 15,21 














Mikrobestimmung 
von Hydroxylgruppen mit Methylmagnesiumjodid 
nach Tschugaeff und Zerewitinoff. 
Von 
Bonifaz Flaschentriiger. 


Mit 1 Figur im Text, 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1925.) 


Die quantitative Bestimmung von reaktionsfahigem Wasser- 
stofi, insbesondere von Hydroxylgruppen mit Hilfe magnesium- 
organischer Verbindungen nach Tschugaeff und Zerewitinoff 
ist von Hans Meyer in seinem Buch ,,Analyse und Kon- 
stitutionsermittlung organischer Verbindungen‘?), ausfihrlich 
beschrieben worden. 

Die Methode gestattet Substanzmengen von 10—300 mg, 
im Mittel 150 mg, zu untersuchen. Mit der neuen Modi- 
fikation, die im wesentlichen in einer Anderung der Apparatur 
besteht, kommt man mit 3—10 mg Substanz aus. Zur 
raschen Orientierung iiber die Hydroxylzahl ist die Methode 
recht geeignet. Auch erspart sie Material durch Wegfali 
der Veresterung und Bestimmung der Acylzahl. Wiahrend 
bei der Ausfiihrung mit gréBeren Substanzmengen auf die 
Bestimmung eines Blindwertes verzichtet wird, da sich zwei 
Fehler annahernd aufheben, werden bei der Mikromethode 
in 2—3 Blindwerten Apparat und Reagenzien geeicht. Gibt 
man nimlich nur die Grignardlésung in das trockene GefaB, 
so vermindert sich nach einiger Zeit das Volumen betrachtlich 





1) Verlag Springer, Berlin, 4. Aufl., S. 708 (1922); vgl. auch Houben 
Weyl, Methoden der organischen Chemie, Verlag Thieme, Leipzig, 
Bd. 8, S. 82 (1923). Dort findet sich auch das Schrifttum. 
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infolge Aufnahme von Sauerstoff durch das Reagens.') Beim 
Vermischen von letzteren mit dem Pyridin vermehrt sich in 
den meisten Fallen das Volumen wieder (Blindwert). Nur bei 
ganz absolut trockenem Pyridin bleibt die Kontraktion erhalten 
oder geht sogar weiter. Tritt ein zu hoher Blindwert auf 
(< 0,3 ccm), so ist in den meisten Fallen das Pyridin noch 
feucht und unbrauchbar. 

Das Grignardreagens stellt man sich her, indem man 
5 g trockenes Grignardmagnesium (Kahlbaum), 65 ccm 
= 50g tiber Natrium aufbewahrten Isoamylither pro Analysi 
(Merck) und 15 com = 45 g helles Methyljodid (Kahlbaum) 
in einem 100 ccm Rundkolben mit RiickfluBkihler zusammen- 
bringt und mit einem Jodkrystall 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen liBt, dabei tritt nur maBige Erwirmung’) 
und Gasentwicklung auf. Zur Beendigung der Reaktion wird 
1 Stunde auf dem Wasserbad am RiickfluB und zur Entfernung 
von iberschiissigem Methyljodid am absteigenden Kihler eine 
weitere Stunde erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Reagens 
durch eine getrocknete Glasfrittennutsche von Schott und 
Genossen (< 7) in eine dunkle Kappenflasche gesaugt. Auch 
mit Korkstopfen in einer einfachen dunklen Flasche ver- 
schlossen aufbewahrt, halt sich das Priparat mehrere Monaite. 

Sollte das Grignardreagens zum Teil in der Kilte aus- 
krystallisieren, so verdiinnt man mit Amylither bis zur ge- 
wiinschten Konzentration. Von der Wirksamkeit des Grignard- 
reagens tiberzeugt man sich durch Titration. Unter einer 
Konzentration von 0,8normal ist das Reagens bei den hier ge- 
wahlten Bedingungen nicht voll wirksam. Wa&hrend auch damit 
die meisten trockenen hydroxylhaltigen Verbindungen quan- 
titativ reagierten, reagierten bei krystallwasserhaltigen Stoffen 
vom Wasser quantitativ nur ein aktives H-Atom anstatt zwei. 
Bei einer Konzentration von 1,5normal wird die Umsetzung 
jedoch vollstandig. Bei NH,-haltigen Verbindungen reagieren 
trotz erhéhter Konzentration erst beim gelinden Erwarmen 
die beiden H-Atome vollstindig. Blindwert muB hier natiirlich 





1) H. Hibbert u. J. J. Sudborough, Chem. Zbl. 1904, I, S. 402. 
*) Anfangs kiihlt man zeitweise mit Wasser. 
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gleichfalls in der Wirme angestellt werden. Mit Pyridin 
an Stelle von Amylither nach H. Meyer hergestelltes Reagens 
war von Anfang an unbrauchbar, da das Pyridin in der Hitze 
mit der Grignardverbindung unter Gasentwicklung reagiert. 

Das Pyridin (Merck, puriss.) wird 3—8 Tage in einer 
Kappenflasche iiber einigen Stiicken von Bariumoxyd (Merck, 
puriss.) unter zeitweisem Umschiitteln stehen gelassen. Nach 
1—2 Tagen hat sich der Schlamm gesetzt; dann ist das Pyridin 
versuchsfertig. Vorheriges Kochen am Riickflu8 iiber Barium- 
oxyd kiirzt den Trocknungsprozef nicht ab und macht das 
Stehen nicht entbehrlich. Schliffstopfenflaschen sind wenig ge- 
eignet, Korkstopfenflaschen ganz unbrauchbar. Am _ besten 
bleibt das Pyridin immer iiber BaO in einer dunklen Kappen- 
flasche (500 ccm) stehen, deren Kappe mit reinem Vaselin ge- 
fettet ist. Die gute Beschaffenheit des Pyridins ist bei der 
ganzen Methode das wichtigste. 

Andere Lésungsmittel, wie Anisol, Mesitylen, werden 
iiber Natrium destilliert und iiber Natrium aufbewahrt. Ihr 
Lésungsvermégen ist jedoch gering. Im allgemeinen hat sich 
das Pyridin als das beste Lésungsmittel erwiesen. 

Die Apparatur’) (vgl. die Figur) besteht aus einem 
10 ccm fassenden ReaktionsgefiB, das mit einem Gummistopfen’) 
mittels einer Thermometerréhre und eines 10 cm langen Druck- 
schlauches mit der Absorptionsbiirette *) verbunden wird. Eine 
U-formig gebogene Pipette besitzt an ihrem oberen Schenkel 
einen Hahn und ist in '/,,, com eingeteilt (Inhalt 4 ccm). Der 
andere Schenkel ist oben zu einem Trichter erweitert. An der 
Biegungsstelle ist ein Glasrohr angesetzt, das an einem Druck- 
schlauch eine kleine Birne tragt, die eine genaue Einstellung der 
Quecksilberkuppe im linken Schenkel gestattet. Der Apparat 
wird mit Chrom-Schwefelsiure gereinigt und mit Alkohol, Ather 
und warmer Luft getrocknet. Das Quecksilber wird mit 





1) Zu beziehen bei R. Gétze, Leipzig, Nirnbergerstr. 56. 

*) Ein Schliff erwies sich wegen mangelhafter Dichtung als un- 
geeignet. 

®) Ostwald Luther, Physik.-chem. Messungen, 3. Aufl., S. 193 
(1910). 
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Salpetersiure gereinigt’), bei 150° getrocknet und in die 
Birette luftfrei eingefillt. Zur Erhéhung der Stabilitét gegen 


’) Ostwald Luther, a. a. 0O., S. 164. 
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Bruch und Temperatur ist die Birette mit einem Glasmantel 
umgeben, der mit Wasser gefillt ist. Zum genauen Ablesen 
befindet sich hinter der Biirette im Glasmantel ein Spiegel- 


streifen. Der ganze Apparat wird an ein Stativ geklammert 


und die Birne in ein leicht gleitendes Stativ eingehiingt, wie 
es Preg! fiir den Blasenzihler verwendet. 

Zur Ausfiihrung des Blindversuches wird Kélbchen 4 
zuerst mit Chrom-Schwefelsiure, spiter nach jedem Versuch 
nur mit verdiinnter Schwefelsiure, Wasser, Alkohol und Ather 
gereinigt und unter Erwirmen an der Pumpe getrocknet. Eine 
Pipette fiir Grignardlésungen 1 ccm (Teilung in 0,1 ccm) und 
eine Pipette fiir Pyridin 2 ccm (Teilung in 0,1 ccm) werden 
ebenso vorbehandelt. Die Grignardpipette wird spiter besser 
mit verdiinnter Salzsiure gespilt. Zum Versuch wird rasch 
1 ccm Grignardlésung aufgesaugt und die Flasche wieder ge- 
schlossen. In der Pipette halt sich die Grignardlésung mindestens 
1/, Stunde unveraindert, da ein Tropfen Magnesiumhydroxyd 
| jede Feuchtigkeit abhalt. AuSen muB man die Pipette sorg- 
| faltig mit einem trockenen Tuche abwischen und dann das 
_ Reagens in den kleinen Schenkel a, (Inhalt 1,5 ccm) einlaufen 
lassen. Es wird nicht gewartet, bis die viscose Fliissigkeit 
' vollig nachgelaufen ist, sondern die Pipette sogleich ohne an- 
| zustoBen aus dem Kélbchen wieder herausgezogen. Darauf gibt 
| man 2 ccm Pyridin aus der anderen Pipette in a, (Inhalt 3,5 ccm). 
' Auch hier wird die Pipette auBen sorgfailtig abgewischt, da 
man sonst ganz schwankende Werte erhalt. Das Hinbringen 
der Reagenzien und das Entfernen der Pipetten ist die einzige 
Schwierigkeit bei der Methode. Nun wird das Kélbchen mit dem 
| schwach mit reinem Vaselin gefetteten Stopfen an die Biirette 
angeschlossen und in ein Wasserbad von Zimmertemperatur 
genau 10 Minuten lang eingesetzt. Hierauf stellt man durch 
| Offmen des Hahnes und Heben der Birne die Quecksilber- 
kuppe genau auf die Marke 1 ccm ein, ohne Riicksicht darauf, 
-daB sich das Volumen vielleicht noch andert (0,-Absorption). 
Dann wird sogleich das Kélbchen 4 so aus dem Wasserbad 
gehoben, da die Grignardlésung zum Pyridin nach a, flieBt. 
Durch gleichmaBiges nicht zu starkes Klopfen auf a, mit einem 


ay) 
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etwa 15 cm langen Druckschlauch wahrend zweier Minuten 
wird der sich bildende kisige Niederschlag gleichmiBig durch- 
gemischt, bis das Volumen nicht mehr zunimmt. Da dabei 
maifige Erwirmung auftritt wird A wieder in das Wasserbad 
gesetzt und genau 10 Minuten nach Beginn der Durchmischung 
die Kubikzentimeteranzahl abgelesen. Die Schwankungen bei 
3 Versuchen betragen 0,02—0,04 ccm. Differenz der Ablesungen 1 
und 2 geben den Blindwert, als Mittelwert aus 3 Versuchen. 


Der eigentliche Versuch unterscheidet sich vom Blind- 
versuch nur dadurch, daB in das leere Kélbchen (a,) vorher 
die Substanz eingewogen wird. Man bringt davon 3—10 mg 
mittels Wageréhrchen ein, das mit einem Glasstiel versehen 
ist; Flissigkeiten werden in einer Capillare gewogen und in a, 
auslaufen gelassen. Dann folgen Grignardreagens und Pyridin. 
Hs ist von gréBter Wichtigkeit, daB die Substanz vom Pyridin 
vollig gelést ist. Man kann dazu auch im Wasserbad er- 
warmen und wieder abkihlen. Unldsliche Stoffe geben nur 
den Blindwert. Wird nach 10 Minuten Auskiihlung geschiittelt, 
so senkt sich das Quecksilberniveau in den ersten 10—20 Sek. 
sehr stark und schlieBlich immer langsamer. Der normale 
Endzustand ist erreicht, wenn die Kuppe des Quecksilbers 
stehen bleibt oder in 10 Sekunden sich etwa um 0,03 ccm 
senkt. Dann hért man mit dem Schiitteln auf. 

Bei einiger Ubung 148t sich der Endpunkt der Reaktion 
gut erkennen. Merkwiirdigerweise ergibt die sofort angestellte 
Ablesung ohne. Beriicksichtigung des Blindwertes und des 
Temperaturausgleiches dieselben richtigen Werte wie unter 
Abzug des Blindwertes. Gleichwohl empfiehlt es sich den 
Temperaturausgleich abzuwarten und die Differenzmethode zu 
wahlen. 

Mit Einwage dauert eine Bestimmung 25—30 Minuten. 

Die Berechnung erfolgt wie bei der Makrobestim- 
mung, z. B.: 


v = abgelesenes Methanvolumen minus Blindwert. 
6 = Barometerstand bei ¢ Grad minus Dampftension des 
Pyridins (Landolt-Bérnstein). 
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_ OH-0,5732 %) 
fon = Faktor a 


Tes 
”? ae CH, 
g = Angewandte Substanzmenge. 
6 = Barometerstand bei Temperatur t. 
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1) Aus Logarithmentafel von W. Kiister, 29. Aufl., S. 45. 














Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf 
Aminosauren. 


5. Mitteilung, 
Acylwanderung bei Aminoalkoholen und Glykolen. 


Von 


Fritz Bettzieche. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1925.) 





Im Verlauf seiner Arbeiten iiber die Depside erhielt 
Emil Fischer’) bei der Verseifung der Pentacetyl-p-digallus- 
siure als Endprodukt m-Digallussiure und wies diese merk- 
wirdige Wanderung eines aromatischen Acyls noch bei einer 
Reihe anderer Derivate dieser Kérperklasse nach. Er fand 
sie wieder bei seinen Versuchen, gemischte Glyceride*) dar- 
zustellen. 

Uber den Mechanismus der Wanderung lieB sich nichts 
sagen; Fischer nahm ein Zwischenprodukt an von der Formel 


dessen Isolierung jedoch nicht gelang. Wenn auch die Még- 





1):Emil Fischer, M. Bergmann u. W. Lipschiitz, Chem. Ber. 
Bd. 51, 8.45 (1918).==Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 52, S. 809 (1919). 
*) Emil Fischer +, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1621 (1920). 
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lichkeit seiner Existenz nicht von der Hand zu weisen ist, so 
e kann es doch keine groBe Bestandigkeit besitzen. 

ia Die Versuche Fischers auf dem Gebiete der gemischten 
ua Glyceride sind von Bergmann und seinen Mitarbeitern’) 
fortgefihrt worden. Im Hinblick eben auf diese Acylwande- 
rung, welche alle Schliisse auf die Struktur der dargestellten 
Stoffe unsicher macht, waren sie gezwungen, schwer gangbare 
Wege zu beschreiten, im Verlauf deren eine Acylwanderung 
von Stickstoff nach Sauerstoff entdeckt wurde. 

Bei Aminophenolen*) war sie schon lange bekannt. Hier Ff 
nun lagen rein aliphatische Aminoalkohole vor. Die nahere 
Untersuchung*) ergab, daB der N-Benzoylaminoalkohol sich Ff 
durch Phosphorpentachlorid oder Thionylchlorid in ein Oxazolin- 
chlorhydrat iiberfiithren la8t, das durch Wasser zu O-Benzoyl- 

“ aminoalkoholchlorhydrat aufgespalten wird. Der Versuch, die 
ae Base selbst zu isolieren, miBlingt, da durch Alkali sofortige 
| Riicklagerung zu N-Benzoylaminoalkohol herbeigefiihrt wird. 








C,H,-CO-O—CH,—CH—CH, C,H,-CO-OCH, -CH— CH, 
bn NH-COC,H, ag 4H 

A NZ al 

. OH, 

tails wall aes al a i 
O NH O NH 

yy <—— H.Cl 

: CH, bE - du, 


Diese Reaktion, die bei der weiteren Untersuchung‘) noch 
viel Interessantes zutage férderte, wurde bei der Synthese ge- 





1)}Max Bergmann, Erwin Brand u. Ferdinand Meyer, 
Chem. Ber. Bd. 54, S. 936 (1921). 
sh ae 2) vy. Auwers, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2249 (1904). Gabriel, Liebigs 
Aa : Ann. der Chem. Bd. 409, S. 824 (1915). 
4. ae : 8) Max Bergmann und Erwin Brand, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1280 
if a. (1924. Max Bergmann, Erwin Brand u. Fritz Weissmann, 
hee Diese Zs, Bd. 131, S. 1 (1923). 
Af 2 *) M. Bergmann u. Arthur Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, 8. 128 
at (1924). 2 
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WV) 


| mischter Glyceride!) benutzt. Zwei Wege erwiesen sich als 


gangbar. Bei beiden wird zum SchluB eine Aminogruppe 


| durch salpetrige Siure eliminiert und das neu entstandene 
| Hydroxyl mit Acyl besetzt. 


So wurde auf diese Weise unter anderem das asymmetrische 
Nitrobenzoyldibenzoylglycerin erhalten. Durch Darstellung in 


| optisch aktiver Form wurde seine Struktur bewiesen und damit 


gezeigt, daB keine weitere Acylwanderung eingetreten war. Es 


| ist fraglich, ob diese Feststellung allgemeine Giiltigkeit besitzt. 


Ich habe mich gelegentlich anderer Arbeiten mit der 


| Acylwanderung von Stickstoff nach Sauerstoff und riickwirts 
' befassen miissen. Sie begegnete mir, wie ich schon in der 
» vierten Mitteilung’) andeutete, bei den Aminoalkoholen, die 


ich durch Kinwirkung von Grignardreagens auf Aminosiuren 
erhalten hatte. Die N-Benzoylderivate wollte ich mit Salzsiure 
spalten und erhielt als Zwischenprodukt das O-Benzoylaminol- 


| chlorhydrat. 


Es war auffallend, daB hier die Acylwanderung bereits 


| beim Kochen mit verdiinnten Sauren eintrat. Durch konz. 
| Schwefelsiure lieB sie sich rasch und quantitativ erreichen. 
' Der Grund, weshalb die Reaktion so verschieden leicht eintritt, 


konnte noch nicht erkannt werden. Die Basizitit der Amino- 
gruppe mag von nicht zu unterschitzender Bedeutung sein, 


sicher auch fiir die Riickwanderung der Acylgruppe im alka- 


lischen Medium. 
Mir erschien es interessant, wie die verschiedene Valenz- 
beanspruchung im Molekiil Einflu8 auf die Wanderung hat. 


' Nach der Schreibweise Meerweins 


ay / CH,=—=CH, XK H, A CH,—=C,H, 

~C a _ —of 

"\cu, | \cH.—cH, | \o,H, — ‘| \CH=C,H, 
UH OH OH 


OH 


| miBten sich Methyl- und Phenylderivate einerseits, Athyl- und 


Benzylderivate andererseits ahnlich verhalten. In dieser Rich- 





1) M. Bergmann, Erwin Brand u. Ferdinand Dreyer, Chem. 


| Ber. Bd. 54, S. 986 (1922). 


2) K. Thomas u. F. Bettzieche, Diese Zs. Bd. 140, 8, 278 (1924). 
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xs ue + tung angestellte Versuche verliefen jedoch anders, Die Sub- 
stanzen lieBen sich in der Reihenfolge Methyl-, Athyl-, Benzyl-, 
a Phenylderivate ordnen. Vorlaufig liegen zwei Versuchsreihen 
are vollstiindig vor. 

| Durch konz. Schwefelsiure bei maBiger Kinwirkungszeit 
laBt sich bei Methyl- und Athylderivaten eine rasche und 
quantitative Umlagerung erzielen. Bei Benzyl- und Phenyl- 
derivaten tritt sie nur ganz untergeordnet auf, gerade noch 
nachweisbar, bei letzteren nicht einmal sicher. Liangere Ein- 
wirkung fiihrt zur Spaltung. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde je etwa 3 Stunden 
mit wiBrig-alkoholischer Salzsiiure gekocht. Es lieB sich hier- 
durch auch bei den Benzylderivaten eine gute Umlagerung 
erzielen. Das Verhalten der Phenylderivate bleibt fernerhin 
unklar, da dieselben vollstindig gespalten werden: 


sical eg Mayan pie ok 





H 
| C,H C,H 
R—C—CK ol R—C—CC sits 
! Lo | SGM, j | ‘C,H, 
we NH OH ss 
es ul COOH 
& OW C,H; é 
oH, 


Versuche mit anderen Reagenzien wie Acetylchlorid, 
Phosphorsaure usw. versprechen weitere Differenzierungen. Die 
Arbeiten sind jedoch noch im Anfangsstadium. 

Auffallend ist die geringe Geschwindigkeit, mit der sich 
die von mir untersuchten Benzoesiureesterbasen in die N-Benzoy]- 
aminole zuriickverwandeln. Ja, bei einigen von ihnen habe 
ich die Riickwanderung iiberhaupt nicht feststellen kénnen. 
Dies, im Verein mit den Tatsachen, da8 die Reindarstellung 
bisher miBlang, da& ferner die Chlorhydrate leicht unter 
ce Wasseraustritt Oxazolinchlorhydrate bilden, fiihrt mich zu der 
ae: Auffassung, da8 meine Priparate vielleicht Gemische 
oat: von Oxazolin und Benzoesaiureesterbase sind, irgend- 

, einem Gleichgewichtszustand unterworfen. | 
: | Fiir die Oxazoline wies Bergmann Bestindigkeit gegen 
wise Alkali nach. Die Arbeiten sollen gem&8 diesen Betrachtungen 
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| fortgesetzt werden, soweit sie nicht zu weit von meinem Haupt- 
| thema abfiihren. 


Fiihrt man nach der Wanderung die frei gewordene 


| Aminogruppe durch Behandeln mit salpetriger Saiure in ein 
| Hydroxyl iiber, so miiBte ein Glykol entstehen, dessen tertiares 
» Hydroxyl mit Benzoyl besetzt ist. 


Vergebens jedoch versuchte ich, das freie sekundire 


| Hydroxyl nachzuweisen. Der neue Korper erwies sich be- 
| stindig gegen Oxydationsmittel und trotzte auch allen Acy- 
_ lierungsversuchen. Diese Befunde, sowie die C-, H- und OH?) 
| Bestimmung lieBen nur noch folgende beiden Strukturen offen: 


H R H PR 
E—C—-0 Wilh 
oe ee ea 
Soc 

CO—C,H, C,H; OH 


Die Formel II diirfte wohl im Hinblick auf die oben er- 


| erwahnten Arbeiten Fischers und die dort gefiihrte Er- 


érterung iiber die Bestiindigkeit dieser Kérper auszuschlieBen 
sein, und so ergibt sich, daB sofort nach Eliminierung 
der Aminogruppe das Benzoyl vom tertiiren auf das 
neu entstandene sekundare Hydroxyl tiberspringt. 


H R H R H R 
$20.04 R—C—C¢ R—C—c& 
| {NB Aes ee 
NH, 0 OH O 0 OH 
| 
bo CO Co 
| | 
C,H; C,H; C,H, 


Ks 1a8t sich vorliufig noch nicht sagen, welche Bedeutung 
diese Wanderung z. B. fiir die Synthesen Bergmanns besitzt. 
Bei den Glyceriden sind die Hydroxyle wohl nicht so ver- 


schieden, um eine Wanderung erzwingen zu kénnen. 


Hs sind Untersuchungen im Gange, die Bedingungen naher 


f zu ergriinden. 





1) Mikrobestimmung nach Flaschentrager, Diese Zs. Bd. 146, 
S. 219 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 16 
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tung angestellte Versuche verliefen jedoch anders. Die Sub- 
stanzen lieBen sich in der Reihenfolge Methyl-, Athyl-, Benzyl-, 
Phenylderivate ordnen. Vorliufig liegen zwei Versuchsreihen 
volistiindig vor. 

Durch konz. Schwefelsiure bei maBiger Einwirkungszeit 
laBt sich bei Methyl- und Athylderivaten eine rasche und 
quantitative Umlagerung erzielen. Bei Benzyl- und Phenyl- 
derivaten tritt sie nur ganz untergeordnet auf, gerade noch 
nachweisbar, bei letzteren nicht einmal sicher. Liangere Ein- 
wirkung fiihrt zur Spaltung. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde je etwa 3 Stunden 
mit wiBrig-alkoholischer Salzsiure gekocht. Es lieB sich hier- 
durch auch bei den Benzylderivaten eine gute Umlagerung 
erzielen. Das Verhalten der Phenylderivate bleibt fernerhin 
unklar, da dieselben vollstindig gespalten werden: 


H 
| C.H C,H 
R—C—CK ss R—C—CC co 
Ls eM, d | \O,.H, 
NH OH eee H 
| 
CO NH, 
|* - COOH 
C,H; | 
C,H, 


Versuche mit anderen Reagenzien wie Acetylchlorid, 
Phosphorséure usw. versprechen weitere Differenzierungen. Die 
Arbeiten sind jedoch noch im Anfangsstadium. 

Auffallend ist die geringe Geschwindigkeit, mit der sich 
die von mir untersuchten Benzoesiureesterbasen in die N-Benzoyl- 
aminole zuriickverwandeln. Ja, bei einigen von ihnen habe 
ich die Riickwanderung iiberhaupt nicht feststellen kénnen. 
Dies, im Verein mit den Tatsachen, daB die Reindarstellung 
bisher miBlang, daB ferner die Chlorhydrate leicht unter 
Wasseraustritt Oxazolinchlorhydrate bilden, fiihrt mich zu der 
Auffassung, daB meine Priparate vielleicht Gemische 
von Oxazolin und Benzoesdureesterbase sind, irgend- 
einem Gleichgewichtszustand unterworfen. 

Fiir die Oxazoline wies Bergmann Bestindigkeit gegen 
Alkali nach. Die Arbeiten sollen gem&B diesen Betrachtungen 
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fortgesetzt werden, soweit sie nicht zu weit von meinem Haupt- 
thema abfiihren. | 

Fiihrt man nach der Wanderung die frei gewordene 
Aminogruppe durch Behandeln mit salpetriger Saéure in ein 
Hydroxyl iiber, so miiBte ein Glykol entstehen, dessen tertiares 
Hydroxyl mit Benzoyl besetzt ist. 

Vergebens jedoch versuchte ich, das freie sekundire 
Hydroxyl nachzuweisen. Der neue Kérper erwies sich be- 
stindig gegen Oxydationsmittel und trotzte auch allen Acy- 
lierungsversuchen. Diese Befunde, sowie die C-, H- und OH })- 
Bestimmung lieSen nur noch folgende beiden Strukturen offen: 


H R H R 
R—C—0¢ “oa 3 
\R i \B 
I b bis i é 0 
| Seg 
COoO— C,H; C,H, OH 


Die Formel II diirfte wohl im Hinblick auf die oben er- 
erwihnten Arbeiten Fischers und die dort gefihrte Er- 
érterung iiber die Bestiindigkeit dieser Kérper auszuschlieBen 
sein, und so ergibt sich, daB sofort nach Eliminierung 
der Aminogruppe das Benzoyl vom tertiiren auf das 
neu entstandene sekundaire Hydroxyl tiberspringt. 


H R H R H RB 
2 oO R—C—0¢ | alee 
ie ie ie 
NH, 0 OH 0 0 OH 
Go co Co 
| 
C,H; C,H; C,H; 


Es 14Bt sich vorliufig noch nicht sagen, welche Bedeutung 
diese Wanderung z. B. fiir die Synthesen Bergmanns besitzt. 
Bei den Glyceriden sind die Hydroxyle wohl nicht so ver- 
schieden, um eine Wanderung erzwingen zu kénnen. 

Hs sind Untersuchungen im Gange, die Bedingungen naher 
zu ergriinden. 





1) Mikrobestimmung nach Flaschentriger, Diese Zs. Bd. 146, 
S. 219 (1925). : 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 16 
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Versuchsteil. 


Acylwanderung von N nach 0, 


Versuchsreihe mit konz. Schwefelsaure. 


Eine abgewogene Menge der Substanz wurde unter Kih- 
lung in die 40—80fache Menge konz. Schwefelsiure ein- 
getragen. Nach einer gewissen Zeit wurde in die fiinffache 
Menge Wasser gegossen unter Vermeidung einer merk- 
lichen Erwirmung. Eine etwaige Ausfallung wurde abfiltriert 
und auBerdem die saure Lisung ausgeithert. Die gebildete 
Benzoesaureesterbase wurde dann durch Natronlauge in Frei- 
heit gesetzt, in Ather aufgenommen, mit Kaliumcarbonat ge- 
trocknet und durch Abdampfen als Rohél gewonnen. Der 
Niederschlag und der Riickstand der sauren Ausitherung wurde 
untersucht auf unverinderte Substanz, auf Benzoesdure und 
auf Keton. 

Das Rohél von der alkalischen Ausitherung konnte neben 
der Benzoesiureesterbase noch Aminoalkohol enthalten. Bei 
den Methyl- und Athylderivaten laBt sich der Aminoalkohol 
leicht durch Wasser auswaschen. Die zuriickbleibende rohe 
Benzoesaiureesterbase lieB sich bei den mir zu dieser Versuchs- 
reihe zur Verfiigung stehenden kleinen Substanzmengen nicht 
reinigen. Sie wurde sich selbst iiberlassen und von Zeit zu 
Zeit auf Riickwanderung geprift. Die Versuche sind ver- 
schieden weit aufgearbeitet worden; ich habe mich dabei von 
der Absicht leiten lassen, graduelle Unterschiede zwischen 
den einzelnen Gruppen zu zeigen. Ein klares Bild wird man 
erst nach vielen Versuchsreihen erhalten. Daher scheue ich 
mich auch nicht, ungeniigende Versuche auszufiihren, da 
eine vollstindigere Aufarbeitung gar nicht im Interesse der 
Arbeit liegt und ich abgeschlossene Versuchsreihen nicht zer- 
stiickeln méchte. 


2-Benzoylamino-1,1-dimethylithanol (1). 
43 mg Substanz wurden in 1,5 cem konz. Schwefelsiure 


gelést und nach 1 Stunde in 8 ccm Wasser gegossen. Die 
Lésung war klar. Sie wurde ausgeithert; ein Atherriickstand 
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verblieb nicht. Die schwefelsaure Lésung wurde nun mit 
Natronlauge alkalisch gemacht, wobei Triibung eintrat. Durch 
Ausathern und Abdampfen lieBen sich 35 mg eines farblosen 
Qls gewinnen. Nach 14 Tagen zeigten sich wenige Krystalle. 
Nach weiteren 14 Tagen hatten sie sich nicht vermehrt. Thre 
Menge reichte jedoch nicht zum Mischschmelzpunkt mit 2-Ben- 
zoylamino-1,1-dimethylathanol (1). Das mikroskopische Bild 
war dasselbe: eigenartig in Biischeln angeordnete Nadeln. Sie 
lésten sich weder in Salzsiure noch in Natronlauge. 


2-Phenyl-2-benzoylamino-1,1-dimethylathanol (1). 

38 mg Substanz wurden in 3/, com konz. Schwefelsiure 
gelést und nach 1 Stunde in 2 com Wasser gegossen. Die 
Lésung war klar, ein Atherriickstand blieb nicht. Durch 
Alkali wurde sie schwach getriibt. Als Riickstand der alka- 
lischen Ausitherung verblieben etwa 20 mg klares Ol. Der 
weitere Verlauf war wie bei vorigem Versuch. Auch hier 
lieBen sich die wenigen Krystalle nicht identifizieren. Aus 
dem Umstand, daB sie in Salzsiure und Natronlauge nicht 
léslich waren, lassen sich jedoch Benzoesiureesterbase, Benzoe- 
sure, wie auch benzoesaures Ammonium und Benzamid aus- 
schlieBen. 


2-Benzoylamino-1,1-diathylathanol (1). 9 

1,20 g Substanz wurden in 35 ccm konz. Schwefelsiure 
gelést und nach 1 Stunde in 150 ccm Wasser gegossen. Eine 
geringe Triibung wurde in Ather aufgenommen. Der Ver- 
dampfungsriickstand war jedoch nur minimal. Die schwefel- 
saure Lésung wurde mit Natronlauge alkalisch gemacht und 
das ausfallende Ol in Ather aufgenommen. Nach Trocknen 
wurde abgedampft und 1,01 g Rohbase erhalten. Die An- 
wesenheit von Aminoalkoholen lieB sich hier ausschlieBen, da 
das 2-Amino-1,1-diaéthylithanol (1) aus waBriger Lésung nicht 
in Ather tibergeht. 

Das Rohél zu reinigen miBlang mir. Destillation fiihrte zu 
keinen einheitlichen Produkten. Es trat Zersetzung ein; neben 


Benzoesiure konnte ich etwas N-Benzoylaminol nachweisen. 
16* 


APY i aan 2 egal 3 a ine igi 1 ie Ds Sheep od oe? 
5 it 1s salen . 
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Daher wurden 0,5 g Benzoesdiureesterbase einer anderen 
Darstellung sich selbst iiberlassen. Innerhalb eines Monats 
hatten sich reichlich Krystalle angesammelt. Ausbeute an 
reinem 2-Benzoylamino-1,1-diaithylithanol (1) 0,30 g = 60°), 
der Theorie. (Vergleiche die Ausfiihrungen in der 4. Mit- 
teilung S. 298—295). 


2-Benzoylamino-1,1-diathylpropanol (1). 

1,0 g Substanz wurden in 30 ccm konz. Schwefelsiure 
gelést und nach 1 Stunde in 150 ccm Wasser gegossen. Die 
Lésung war vollkommen klar, ein Atherriickstand verblieb 
nicht. Durch alkalische Ausitherung wurden 0,80 g Rohbase 
gewonnen. Beimengung von Aminoalkohol ist aus demselben 
Grunde wie beim 2-Benzoylamino-1,1-diaithylathanol (1) aus- 
zuschlieBen. Die Rohbase wurde sich selbst iiberlassen und 
ergab im Verlauf von 4 Wochen 0,44 g 2-Benzoylamino-1, 1- 
diithylpropanol (1); das sind 55°/, der Theorie. 





rn, 


2-Phenyl-2-benzoylamino-1,1-diithylathanol (1). 

1,4 g Substanz wurden in 40 ccm konz. Schwefelsiure 
gelést und nach 1 Stunde in 160 com Wasser gegossen. Die 
Lésung war stark getriibt. Sie wurde ausgeithert und war 
dann vollkommen klar. Der Atherriickstand war 119 mg zihes 
Ol. Es wurde nochmals in Ather aufgenommen und mit 
Natronlauge gewaschen, Im Ather verblieben 100 mg, wahrend 
aus der Natronlauge sich 10 mg Benzoesiure, Schmelzp. 115 
bis 116°, Mischschmelzp. 117—118°, isolieren lieBen. Die 
schwefelsaure Lésung wurde natronalkalisch gemacht und aus- 
geithert. Nach dem Trocknen wurde der Ather verdampft. 
Es verblieben 1,12 g Rohbase. Sie wurde sich selbst iiber- 
lassen, zeigte jedoch innerhalb 3 Monaten keine Neigung zu 
Krystallisation, bzw, Riicklagerung. Auffallend ist jedoch, dab 
bereits nach 8 Tagen ein Teil der Base siureunlislich war. 
Eine nahere Untersuchung ergab, da8 nebenbei N-freie Schmieren 
entstanden waren. Da8 dennoch im frischen Produkt die 
Benzoesiureesterbase vorlag, ergibt sich aus ihrem Verhalten 
gegeniiber salpetriger Siure, woriiber im zweiten Abschniti 
dieser Mitteilung berichtet wird. 
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on 2-Benzoylamino-1, 1-dibenzylathanol (1). 
ts E 0,51 g Substanz wurden in 16 ccm konz. Schwefelsiure 
un | eingetragen und nach 1 Stunde in 60 ccm Wasser gegossen. 
/ — Der dicke Niederschlag wurde abfiltriert, auSerdem die Liésung 
it- | ausgedthert. Niederschlag und Atherriickstand wurden ver- 
| einigt: 0,58 g amorph erstarrendes Ol, das bislang jeder Auf- 
| arbeitung trotzte; lediglich Spuren von Benzoesdure lieBen 
' sich ihre atherischen Lésungen durch Natronlauge entziehen. 
re | Die schwefelsaure Lisung zeigte bei Versetzen mit Natronlauge 
le F eine geringe Tribung, die mit Ather aufgenommen wurde. 
2b F Der Atherriickstand war jedoch minimal. 


s¢ & In einem 2. Versuch wurde die Lésung in konz. Schwefel- | 
“1 fF siiure sofort in die 5fache Menge Wasser gegossen, darauf t 
S- | wurde sofort filtriert und ausgeiathert. Die schwefelsaure a | 
ad Lésung zeigte eine bedeutend stirkere Triibung. Die gebildete | 

I- F Base war jedoch auch bei diesem Versuche zu gering, um sich a | 


| irgendwie identifizieren zu lassen. 


} 

2-Benzoylamino-1,1-dibenzylpropanol (1). a | 

% Der Versuch, der mit 0,38 g Substanz angesetzt wurde, | 

ar i verlief ganz analog dem mit 2-Benzoyiamino-1,1-dibenzyl- t 

.. ithanol (1) ausgefiihrten. il 

a 2-Benzoylamino-1,1-diphenylathanol (1). tT 

3 ) 0,55 g Substanz wurden in 12 ccm konz. Schwefelsdure iy 
io | geldst und sofort in Wasser gegossen. Der Niederschlag 
si wurde abfiltriert, die Lésung auBerdem ausgeithert. Alsdann 


ft wurde sie mit Natronlauge versetzt; eine deutliche Triibung 
'— zeigte das Vorhandensein einer Base an. 


Coriiegt eae” Me” Sei Cae aaa 5 ene 
oS ' ss 


r- ma n 
fu 2-Benzoylamino-1,1-diphenylpropanol (1). 3 : 
, 1. 0,69 g Substanz wurden in 15 ccm Schwefelsiure gelést 
* — und nach 1 Stunde in 70 com Wasser gegossen. Es fiel ein 
" — zahes Ol, das spaiter amorph erstarrt. Es wurde in Ather A 
¥ aufgenommen, durch Natronlauge lieBen sich Spuren von Benzoe- i 
# siure entziehen: 16 mg vom Schmelzp. 116°; Mischschmelz- ‘ 


punkt mit Benzoesiiure 116—119°. Der Atherriickstand (0,61 g) 
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erstarrte wieder amorph. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
und Ather lieBen sich 0,1 g 2-Benzoylamino-1,1-diphenyl- 
propanol (1) zuriickgewinnen. 

Die schwefelsaure Lésung blieb mit Natronlauge versetzt 
klar, ein Atherriickstand verblieb nicht. 

2. 0,49 g Substanz “wurden in 10 ccom konz. Schwefelsiure 
gelést und sofort in 50 ccm Wasser gegossen. Der lige 
Niederschlag wurde in viel Ather aufgenommen, die schwefel- 
saure Liésung zeigte beim Versetzen mit Natronlauge deutliche 
Triibung. Die Frage, ob die Benzoesiureesterbase vorliegt 
oder der freie Aminoalkohol la8t sich wohl zugunsten der 
ersteren entscheiden. Der Benzoylrest besitzt eine viel zu 
groBe Haftfestigkeit; viel eher wiirde der Aminoalkohol fiir 
sich zerfallen. 

3. 0,49 g Substanz wurden in 10 ccm konz. Schwefelsiure 
gelist und 3 Tage bei Zimmertemperatur belassen. Es schieden 
sich Krystalle aus, die als Benzoesiure identifiziert wurden. 
Die Lésung wurde in 50 ccm Wasser gegossen und das aus- 
gefallene Ol in Ather aufgenommen. Der Ather wurde mit 
Natronlauge gewaschen und gab an diese den Rest der Benzoe- 
siure ab, von der im ganzen 90 mg rein gewonnen wurden. 
Der Atherriickstand erstarrte im Eisgemisch und ergab bei 
der Aufarbeitung 0,25 g asymmetrisches Diphenylaceton vom 
Schmelzp. 58—59°, statt 61°, Mischschmelzpunkt mit reinem 
Praparat 60°. 

Die schwefelsaure Lésung blieb beim Versetzen mit Alkali 
klar, ein Atherriickstand ergab sich nicht. 


2-Phenyl-2-benzoylamino-1,1-diphenylathanol (1). 
Die Versuche verliefen ganz analog denen mit 2-Benzoyl- 
amino-1,1-diphenylpropanol (1). Bei dem parallel zu 3. an- 
gesetzten wurden aus 0,51 ¢ 2-Phenyl-2-benzoylamino-1, 1-di- 
phenylithanol (1) 0,30 g Triphenylithanon erhalten. 


Versuchsreihe mit 20°/,iger Salzsaure in der 
Siedehitze. 


Die Aufarbeitung geschah wie bei der vorangehenden Ver- 


suchsreihe. Es zeigte sich, daB bei miBig langer Versuchs- 
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dauer bei Methyl-, Athyl- und Benzylderivaten Acylwanderung 
eintritt. Wie weit dies auch bei den Phenylderivaten der Fall 
ist, laBt sich, nicht sagen, da dieselben regelmabig in Benzoe- 
siure, Ammoniak und Keton zerfallen. 


2-Benzoylamino-1,1-diathylathanol (1). 
Der Versuch wurde bereits in der 4. Mitteilung besprochen. 
Als Resultat sei hier wiederholt: 2,2 g Substanz ergaben bei 
3 stiindigem Kochen in einem Gemisch von 20 ccm 20°/, iger 
Salzsiure und 50°/, igen Alkohol 1,8 g rohe Benzoesiureester- 
base neben Spuren von Benzoesiure. 


2-Benzoylamino-1,1-diathylpropanol (1). 

1,0 g Substanz wurden in 30 ccm 20°/, iger Salzsiure und 
10 com Alkohol 3 Stunden am RiickfluB gekocht, dann wurde 
in 200 ccm Wasser gegossen. Die Loésung bDlieb klar. Sie 
wurde ausgeithert. Der Atherriickstand (55 mg) erstarrte und 
ergab durch Umkrystallisieren 21 mg Benzoesiure vom Schmelz- 
punkt 118—119°, Mischschmelzp. 119—120°. 

Die klare salzsaure Lésung wurde mit Natronlauge ver- 
setzt und das ausgefallene Ol in Ather aufgenommen. Nach 
dem Trocknen mit Kaliumcarbonat wurde abgedampft; es ver- 
blieben 0,77 g Rohbase. 


2-Phenyl-2-benzoylamino-1,1-diithylathanol (1). 

1,0 g Substanz wurden in 30 com 20°/,iger Salzsiure 
und 10 ccm Alkohol 3 Stunden am Riickflu8 gekocht und dann 
in 160 com Wasser gegossen, die Lésung war miabig getriibt. 
Sie wurde ausgeiithert. Atherriickstand 72 mg zahes OL. Es 
wurde nochmals in Ather aufgenommen und mit Natronlauge 
gewaschen. In Ather verblieben 36 mg Ol, aus der Natron- 
lauge lieBen sich 24 mg Benzoesiure vom Schmelzp. 109—111° 
isolieren, Mischschmelzp. 117—118°. 

Die salzsaure Lésung wurde natronalkalisch gemacht und 
ausgeiithert und ergab 0,80 g Rohbase. Sie wurde identifiziert 
durch Behandeln mit salpetriger Saiure in Hisessig und ergab 
0,70 g Substanz vom Schmelzp. 128—129° (vgl. 2. Abschnitt: 
Acylwanderung von tertiirem O nach sekundirem Q). 










































































238 Fritz Bettzieche, 





2-Benzoylamino-1,1-dibenzylpropanol (1)?). 

3,1 g Substanz wurden in einem Gemisch gleicher Teile 
konz. Salzsiure und Alkohol 4 Stunden am RiickfluB gekocht. 
Dann wurde mit dem 3fachen Volumen Wasser verdiinnt, 
wobei eine geringe Triibung entstand, die durch Filtrieren 
entfernt wurde. Die Lisung wurde alkalisch gemacht und das 
ausgefallene dickfliissige Ol in Ather aufgenommen und aus 
diesem dann in wenige Kubikzentimeter 15°/,ige Salzsdure. 
Diese Lésung sollte nun auf dem Wasserbade eingedampft 
werden. Jedoch schon nach kurzer Zeit der Erwarmung 
schieden sich Krystalle ab. Sie wurden abgesaugt und das 
Filtrat zur Trockne gebracht, wobei sich nur noch wenige mit 
Ol durchsetzte Krystalle ergaben. Die zuerst erhaltenen Krystalle 
wurden mehrmals aus Alkohol—Ather umkrystallisiert. Es ver- 
blieben schlieBlich 1,04 g Substanz vom Schmelzp. 151—152°. 

Die alkalische Lésung, der die Base durch Ather entzogen 
war, wurde zwecks Untersuchung auf Benzoesiure zur Trockne 
verdampft, angesiuert und ausgedthert. Der Atherriickstand 
bestand jedoch nur aus wenigen Tropfen Ol, dem sich auch 
durch Waschen mit Sodalésung keine Benzoesiure entziehen lieB. 

In der krystallisierten Substanz vom Schmelzp. 151—152° 
glaubten wir das Chlorhydrat der Benzoesiureesterbase vor 
uns zu haben. 

Die Analyse ergab jedoch ein H,O weniger im Molekiil, 
so daB zweifellos das Oxazolinchlorhydrat vorliegt. 


Mikro-Pregl. 
4,798 mg Substanz ergaben 13,430 mg CO, und 2,770 mg H,O. 
4,348 mg a “ 12,150 mg CO, ,, 2,560 mg H,0. 
C,,H,,ON Ber. © 76,23 %, H 6,62 °%/, 
Gef. ,, 76,35 »» 6,46 
» 9» 16,28 » 6,59 


Mikro-Dumas nach Pregl. 


7,010 mg Substanz ergaben 0,216 ecm N bei 750 cem und 18°. 
7,810 mg = - 0,234cem N ,, 750ccm ,, 18° 


C,H,,ON Ber. N 3,71 % Gef. N 3,55 3,71 %. 





1) Fir die Ausfiihrung dieses Versuches spreche ich Herrn cand. 
chem. Alfred Ehrlich auch an dieser Stelle meinen Dank aus. 
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2-Benzoylamino-1,1-diphenylathanol (1). 

Der Versuch wurde bereits in der 4. Mitteilung besprochen: 
0,32 g Substanz ergaben bei 5stiindigem Kochen in wiBrig 
alkoholischer Salzsiiure ein Ol, das durch Behandeln mit 
Hydrazinsulfat 0,107 g Hydrazon ergab, die 55°/, der Theorie 
entsprechen. 


Acylwanderung von tertiirem 0 nach sekundairem 0. 


Versuch mit 2-Phenyl-2-benzoylamino-1,1-diathyl- 
athanol (1). 


H C,H; H Cols 
C,H; - ,o C<o 4g, C,H; - yy NOH 
™ OH > O OH 
| 
CO CO 
| | 
C,H; C,H; 


3,0 g Substanz wurden unter Kiihlung allmahlich in 50 ccm 
konz. Schwefelsiure eingetragen. Die dunkel gefarbte Mischung 
verblieb 2 Stunden bei Zimmertemperatur und wurde dann in 
200 com Wasser gegossen. Kine geringe Triibung wurde durch 
Filtrieren beseitigt, und darauf tropfenweise konz. Natrium- 
nitritlésung in starkem UberschuB zugegeben. Es schied sich 
ein hellgelbes Ol ab, welches bald erstarrte und nach 2 maligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol den Schmelzp. 129° zeigte. Aus- 
beute 2,46 g = 82°/, der Theorie an 1,1-Diathyl-2-Phenyl- 
athandiol-(1,2)-benzoesaureester (2). 


Mikro-Pregl. 
4,158 mg Substanz ergaben 11,685 mg CO, und 2,805 mg H,0O. 
4,343 mg mt a 12,190 mg CO, ,, 2,950 mg H,0. 
O,.H..0, Ber. © 765 *%, H 7,4 %%/o 
Gef. ,, 16,66 » 1,55 
? ? 76,57 ? 7,60 


Mikro-Tschugaeff-Zerewitinoff nach Flaschentriger: ') 


8,368 mg Substanz ergaben 0,71 cem CH, bei 768 mm, 20°. 
Ber. OH 5,88°/, | Gef. OH 6,09 °/, 





1) A. a. O., vgl. vorangehende Arbeit. 
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Der neue Kérper ist auBerordentlich bestindig gegen 
Oxydationsmittel. Selbst mit Chromsiure in Hisessig laBt er 
sich lingere Zeit erwirmen, wobei allerdings ein Teil der 
Substanz verloren geht. Eine sekundire Hydroxylgruppe ist 
demnach mit Bestimmtheit auszuschlieBen. 


Versuch mit 2-Benzoylamino-1,1-diithylathanol (1). 
In analoger Arbeitsweise wurden aus 1,5 ¢ Substanz 1,34 ¢ 
eines farblosen Oles gewounen, der sich gegen Oxydations- 
mittel bestindig verhielt, so daB auch hier die sekundare 
Hydroxylgruppe auszuschlieBen und eine Acylwanderung von 
tertidrem nach sekundirem Hydroxyl anzunehmen ist. 
Weitere Versuche zeigten auch bei den Methyl- und 
Benzylderivaten diese Acylwanderung. Die Versuche sind 
jedoch noch nicht abgeschlossen. 
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Zur Kenntnis der Wachstumsfaktoren. V. 
Von 


H. v. Euler und Elsa Erikson. 
Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1926.) 


Uber einen in Glycerin anwesenden Wachstumfaktor 
vom /D-Typus. 


In vorhergehenden Mitteilungen!) wurde iiber Versuche 
berichtet, diejenigen Stoffe oder Stoffgruppen zu finden, welche 
unter dem Einflu8 ultravioletter Strahlung eine Aktivitat er- 
langen, durch welche sie bis zu einem gewissen Grad die 
Wachstumsfaktoren des Dorschlebertranes ersetzen kénnen. 
Uber die Bildung einer anti-rachitischen Substanz durch Be- 
strahlung von Olen hat Steenbock*) wenige Wochen vorher 
Versuche beschrieben, welche uns erst nach unserer ersten 
Veroffentlichung bekannt geworden sind.*) 

Im Verlauf unserer Untersuchung wurden auch Experimente 
mit Glycerin (reines Handelspriparat) angestellt, und es zeigte 
sich, daB belichtetes Glycerin imstande war, das zum Still- 
stand gekommene Wachstum von Ratten wieder zu erregen. 


Nachdem anfangs einige UnregelmaBigkeiten die Ergebnisse 


stérend beeinfluBt hatten, fanden wir bald, daf das von uns 
angewandte Glycerin auch im unbelichteten Zustand den 
gleichen Wachstumeffekt hervorrief. Wie gleich hervorgehoben 





1) Euler u. Widell, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 15 (1924). 
Euler, Widell u. Erikson, Diese Zs. Bd. 144, S. 123 (1925). 

*) Steenbock, Science, Nov. 1924. 

8) Siehe auch Hess u. Weinstock, Jl. of Biol. Chem. Bd. 63, 
S, 297 (1925). 
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werden soll, ist die Wirksamkeit des Glycerins viel geringer 
als diejenige von Tran, aber sie erreicht etwa diejenige einer 
Winterbutter. Wir nehmen bis auf weiteres an, daB es sich 
hier um einen aus dem Fett herstammenden Wachstumfaktor 
handelt, welcher durch die saure Fettspaltung und die nach- 
folgenden technischen Prozesse nur unvollstandig zerstért worden 
ist. Wir sind damit beschiftigt, andere Glycerinpriparate 
und besonders auch synthetisches Glycerin zu untersuchen. 

Zu den Versuchen ist folgendes zu bemerken: 

Die gleiche Grundkost wurde angewandt wie in der 
IV. Mitteilung?): 


Casein, vitaminfrei . 20 Tle. Gehirtetes Steinnu86l . 15 Tle. 
pemeaees ... se Sy Salzgemisch Mc Collum 5 ,, 


Dazu zwecks Zufihrung von B-Vitamin und AD 5 Tie. 
Marmite (von Marmite Food Extract Comp. London) und zwecks 
Zufiihrung von C-Vitamin Citronensaft, welcher mit der Tages- 
ration Wasser ad libitum gegeben wurde. 

Die jungen Ratten blieben etwa 15 Tage bei dem Mutter- 


tier und wurden nach weiteren 5 Tagen auf A-freie Grundkost 
gesetzt. Sie wurden nun tiglich gewogen und erst nachdem 
die Gewichtszunahme vollstandig aufgehért hatte und das Ge- 
wicht sich wenigstens 5 Tage konstant hielt zum Versuch ver- 
wendet. Wegen sonstiger Versuchsbedingungen sei auf die 
Monographie des einen von uns verwiesen.?) 

Die Bestrahlung geschah, wie in der vorhergehenden Mit- 
teilung beschrieben, mit einer Quecksilber—Quarzlampe der 
Quarzlampengesellschaft, Hanau. Belichtungsdauer 40 Minuten. 
Abstand des in 1—2 mm dicker Schicht ausgebreiteten Glycerins: 
25 cm, Temp. 20°. 

Die Ergebnisse werden aus der folgenden Fig. 1 ersicht- 
lich. Die beiden mit dem bestrahlten Glycerin erhaltenen 
Kurven weichen allerdings stark voneinander ab, so daB weitere 
Versuche notwendig sind. Die wachstumférdernde Wirkung 





1) Diese Zs. Bd. 144, S. 182 (1925). 
*) Euler, Vitaminer och Tillvixtfaktorer, Stockholm, Wahlstrém 
u. Widstrand 1924. 
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des Glycerins ist aber durchweg sehr deutlich. Wir halten 
es fir wahrscheinlich, daB die Kurven 223w., 225w. und 
225 w.f. die Zuwachswirkung des Glycerins und seiner Inhalts- 
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Fig. 1. 


stoffe darstellen, wihrend vielleicht die Kurve 205 durch einen 
unter dem EKinflu8 der Bestrahlung gebildeten Hemmungsstoff 
beeinfluBt ist, wie solche bei den Versuchen von Zilva’) auf- 
getreten sind. 

Nach Abschlu8 unserer Versuche ist uns die bemerkens- 
werte Mitteilung von Hess und Weinstock (a. a. O. aus- 
gegeben Marz 1925) bekannt geworden, welche anti-rachi- 
tische Wirkung an Glycerin durch Bestrahlung nicht hervor- 
rufen konnten. Soweit unsere Erfahrungen iiber 2 A 7 reichen 





1) Zilva, Biochem. Jl. Bd. 18, 8. 164 (1919); vgl. auch Spinka, 
Biochem. Zs. Bd. 153, 8. 196 (1924). 
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sind die anti-rachitischen Wirkungen unseres unbestrahlten und 
bestrahlten Glycerins ebenfalls schwach, sodaB also auch hier 
Ai und /D keineswegs parallel gehen. 


B. Uber die Haltbarkeit des durch ultraviolette Strahlen in 
Steinnu86l hervorgerufenen wachstumfordernden Faktors. 


In Nr. IV dieser Mitteilungen wurden quantitative Ver- 
suche beschrieben iiber die wachstumférdernde Wirkung des 
mit ultraviolettem Licht bestrahlten Steinnufdls. Diese Ver- 
suche sind in verschiedenen Richtungen fortgesetzt worden. 

Nachdem SteinnuBdél (je 5 ccm) in 2 mm dicker Schicht 
im Abstand von 25cm von der Lampe 40 Minuten lang be- 
strahlt worden war, wurden die gesammelten bestrahlten Ol- 
mengen in einer dunklen Flasche bei Zimmertemperatur 
2 Monate aufbewahrt, um zu untersuchen, ob das wachstum- 
fordernd gewordene Ol seine Wirksamkeit beibehilt oder mit 
der Zeit wieder verliert. Es handelt sich also — wenn wir 
auf eine friher geauBerte Hypothese mit allem Vorbehalt 
wieder zuriickkommen — um die Frage, welche Bestindigkeit 
der wachstumférdernde, im Licht gebildete Faktor R/D besitzt. 

Bei der Aufbewahrung des belichteten Oles war in der — 
allerdings gut verschlieBbaren — Flasche die Luft nicht ausge- 
schlossen worden, und zwar um einen direkten Vergleich mit dem 
Tran zu erméglichen, den wir bei unseren Versuchen in Ahnlicher 
Weise aufbewahren, ohne da im Verlauf von 3—4 Monaten 
eine Abnahme der Wirksamkeit bemerkbar gewesen wire. 

Hinsichtlich der Wirksamkeit des bestrahlten SteinnuBéles 
glauben wir eine, wenn auch nicht sehr groBe, Abnahme der 
Wirksamkeit im Verlauf von 6 Wochen unter den erwahnten 
Umstiinden feststellen zu kénnen. 

In der Fig. 2 ist der Zuwachs durch taglich frisch be- 
strahltes SteinnuBél (0,2 com zu der /D- und A-freien Grund- 
kost) durch die ausgezogene Linie dargestellt (Mittel aus 4 Ver- 
suchen). Die mit aufbewahrtem, bestrahltem 61 angestellten 
Versuche sind durch Angabe der einzelnen Versuchspunkte 
(tagliche Gewichte) mit dem Zeichen + und o eingetragen. 
Anfangs verlaufen die Wachstumkurven etwa gleich, von der 
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4, Woche an wird das Wachstum unter der Einwirkung des 
alteren belichteten Oles aber geringer. Auch dies sind natiir- 
lich erst orientierende Messungen. Jedenfalls zeigen sie, 
da® der Faktor R/D sich auch ohne strengen Luft- 
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abschluB wochenlang hilt.1) Unserer Erfahrung nach 
scheint die Haltbarkeit des durch ultraviolette Strahlung kiinst- 
lich hervorgerufenen Faktors sich schon nach 6 Wochen etwas 


' von der Haltovarkeit des Faktors 71D und des Vitamins 41 zu 


unterscheiden; auch sind bisher immer noch keine so kraftigen 
Zuwachswirkungen mit bestrahltem Steinnufél wie mit Tran 


| beobachtet worden. Das Gleiche gilt beziiglich der Aktivierung 


der pflanzlichen Sterine und des Lecithins, iiber die Euler 


' und Widell im vorigen Jahr berichtet haben.) 


Uber den hypothetischen Faktor R méchten wir noch 
folgendes bemerken: 

Der friiher (IV. Mitteilung) beschriebene Versuch, nach 
welchem SteinnuB- und dhnliche Ole strahlungsempfindlich 
sind, diese Empfindlichkeit aber durch die Hartung bzw. 
Hydrierung verlieren, beweist an sich noch nicht, daB der ge- 
samte ungesittige Teil der Ole die Strahlung aufnimmt und 





) Soweit sich aus den kurzen Angaben von Hess und Weinstock 
ersehen 148t und die Genauigkeit der MeBmethoden einen Vergleich ge- 


| stattet, ist vielleicht die Haltbarkeit des anti-rachitischen Faktors R A 1 


gréBer als die von R1D. 
*) Siehe auch Euler und Bernton, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 8, 


| Nr. 21 (1922). 
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wachstumférdernde Stoffe bildet; es bleibt vielmehr noch die 
Méglichkeit bestehen, da8 es sich um einen nur in sehr kleiner 
Konzentration vorkommenden ungesittigten Stoff (Aldehyd) 
handelt, welcher durch die Strahlung aktiviert, aber beim 
Hydrieren inaktiviert wird. Was das Verhiltnis dieses hypo- 
thetischen Stoffes 2 zu 1D betrifft, so darf wohl betont werden, 
daB die wachstumférdernde Wirkung von frischen Extrakten 
griiner Pflanzenteile und anderer /D-haltiger Pflanzenorgane 
zum Teil von dem Faktor RID herrithren muB, und 
andererseits ist jetzt wohl keine Tatsache bekannt, welche es 
ausschlieBt, daB der Faktor 1D des Trans und der durch 
Bestrahlung gewisser ungesittigter Substanzen entstehende 
Faktor R/D einander chemisch 4hnlich, vielleicht sogar im 
wesentlichen iibereinstimmend sind. 

Fiir eine nahe Verwandtschaft dieser Faktoren sprechen 
Versuche, welche wir mit Tran angestellt haben, welcher zu- 
nachst durch Liiftung inaktiviert und dann durch Bestrahlung 
wieder wachstumférdernd gemacht worden war. 

Welche Vorstellung wir uns auch von der Grundsubstanz 
machen, aus welcher durch Bestrahlung der wirksame Wachs- 
tumsfaktor #7D entsteht, so muB nach einem folgerichtigen 
Nomenklaturprinzip der durch Bestrahlung gebildete anti- 
rachitische Faktor mit RA 1, ein (bisher nicht niher studierter 
gleicherweise erzeugter) anti-xerotischer Faktor mit R42 und 
der durch Bestrahlung entstehende infektionshemmende Stoff 
mit dem wir uns in letzter Zeit beschiftigt haben mit #43 
bezeichnet werden. Das bemerkenswerte Optimum der Be- 
strahlungsdauer, das wir beim Wachstum von Mikroorganismen 
auf Lecithin-Ol-Substrat konstatieren konnten, wird in anderem 
Zusammenhang bald naiher besprochen werden. 











Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. 


| 5. Verwandlung des Serins in Brenztraubensaure und in Alanin. 


Von 


Max Bergmann, Arthur Miekeley und Erich Kann. 





(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1925.) 








Die in den letzten Mitteilungen’) beschriebenen Verwand- 
lungen des Dipeptids Glycylserin (Formel I) in zwei neuartige 
Aminosiureanhydride von der Formel C,H,O,N, und (C,H,O,N,),, 
sind weniger durch die Anwesenheit der Ghecmihonns be- 
dingt als durch jene des Serins. Wir haben jetzt nimlich 


| auch das dl-Alanyl-dl-serin (Formel IT) denselben Umlagerungen 
unterwerfen kénnen. 


neuiees one CH,OH 
ne 
I. ~~ Il. ee 
| 
NH, COOH NH, COOH 


Durch Aufbewahren mit Thionylchlorid entsteht auch hier 
das Salz einer chlorhaltigen Base, die mit wiBrigem Ammo- 
niak oder Natriumacetat in der Kialte sofort das schwer- 
lésliche ,,Anhydrid I C,H,O,N,“ bildet, das durch bloBes Auf- 
lésen in Alkali und nachtragliches Abstumpfen des Alkalis in 
das polymere ,,Anhydrid Il (C,H,O,N,),“ tibergeht. Die Ge- 
winnung dieser glykokollfreien Vertreter unserer neuen Anhydrid- 
typen ist uns fir beabsichtigte Fermentversuche wertvoll. 

Die Struktur der beiden monomolekularen An- 





1) Diese Zs. Bd. 140, 8. 128 (1924) u. Bd. 143, S. 108 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 17 
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hydride C,H,O,N, aus Glycyl-serin und C,H,O,N, aus Alany]- 
serin hat sich durch drei einfache Versuche klarstellen lassen. 

1. Das ,,Anhydrid I C,H,O,N, aus Alanyl-serin“ zeigt bei 
der Behandlung mit verdiinnten Saiuren einen Spaltungsverlauf, 
wie wir ihn fir das entsprechende Anhydrid aus Glycylserin 
teilweise schon beschrieben haben: Sehr schnell wird die Hilfte 
des vorhandenen Stickstofis als Ammoniak losgelést; gleich- 
zeitig bilden sich Brenztraubensdure, Alanin und eine 
»opaltsiure C,H,O,N“, die bei weiterer Hydrolyse wieder 
Brenztraubensdure und Alanin ergibt neben stickstoff- 
haltigen Verinderungsprodukten. Serin wird nicht gefunden. 
Die aus den Anhydriden abgespaltene Brenztraubensiéure und 
das Ammoniak entstammen dem Serinanteil des urspriinglichen 
Alanyl-serins, der bei der Anhydridbildung entscheidend ver- 
andert worden ist. Ganz ebenso hat uns jetzt die Hydrolyse 
des friiher beschriebenen ,,Anhydrid I C,H,N,O, aus Glycyl- 
serin* und der daraus gewonnenen ,,Spaltsiure C,H,O,N“ er- 
hebliche Mengen Brenztraubenséure ergeben. Unsere ,,Spalt- 
siuren* C,H,O,N und C,H,O,N sind namlich nichts anderes | 
als die Brenztraubensdiureverbindungen von Glykokoll 
und Alanin, in welchen die beiden Komponenten amidartig 
verkniipft sind (vgl. weiter unten Formeln IX und XII).!) 

2. Das ,,Anhydrid I C,H,O,N,“ aus Glycylserin wird durch 
Ozon in Eisessiglésung in sehr glatter Reaktion oxydiert zu 
einer hochschmelzenden Verbindung C,H,O,N,, welche bei der 
Saurehydrolyse in Glykokoll, Oxalsiure und Ammoniak zerfallt. 
Es kann sich danach nur um das bisher nicht bekannte 





1) Nicht nur, weil sie Umlagerungsprodukte einfacher Peptide sind, 
sondern auch weil hier das normale Produkt des biologischen Zucker- 
abbaus, das den Ubergang zu den EiweiBstoffen vermittelt, mit einfachen 
EiweiBbausteinen vereinigt ist, werden die neuen Verbindungen das 
Interesse des Biologen finden. Wir beabsichtigen darum noch eine 
weitergehende Untersuchung und werden auch das Verhalten gegen 
hydrolytische Fermente priifen. Ferner ist die Frage zu stellen, ob 
solehe Verbindungen im Stoffwechsel weiter verarbeitet z. B. amidiert 
werden kénnen, ohne vorher in Brenztraubensiure und Aminosiure ge- 
spalten zu werden. 
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2,3,5-Trioxopiperazin (III) handeln bzw. um eine der még- 
lichen tautomeren Formen desselben: 


(4) 
(5) CO—-NH—CO (8) COOH HO-CO 
(6) CH, —NH—CO (2) H, -NH, HO-CO 
(1) 


Beim ,,Anhydrid 1 C,H,O,N,“ aus Alanyl-serin haben wir 
in ganz analoger Weise das 6-Methyl]-2, 3,5-trioxopiper- 
azin (IV) erhalten und bei dessen Spaltung Alanin, Oxalsaure 
und Ammoniak: 


CO—NH—CO COOH HO-CO 
° | = é + NH, + | e 
CH,-CH-NH—CO  CH,-CH-NH, HO-CO 


Damit ist fiir die beiden Anhydride der Piperazinring 
nachgewiesen und zugleich die allgemeine Formel 


IV 


| 
O CH,— 
v. d x é H (R=H oder CH,) 


| | 
-CH—NH—CO 


sichergestellt. Hier ist also nur noch die Bindung von einem 


Wasserstoffatom ungewiB und man hat zu wiahlen zwischen 
den beiden folgenden Méglichkeiten: 





oh L 
VI. : or und VII. CO ooh, ‘ 
R-CH—NH—CO R- ba_NB bo 


Fiir uns hatte im AnschluB an unsere Versuche iiber 
Benzoylserine’) die Formel VI naher gelegen.?) Aber sie ver- 
mag das Ergebnis der Ozonoxydation nicht ungezwungen zu 
erkliren. Dieses paBt vielmehr vorziiglich zur Formel VII. 
Die Sprengung des Molekiils an der Doppelbindung (in unserem 
Falle die oxydative Ablésung der Methylengruppe) und die Aus- 





‘) N-Benzoylserin haben wir frither unter abnlichen Bedingungen, 
wie sie zur Entstehung der hier besprochenen Anhydride fihren, in ein 
Oxazolin iiberfiihren kénnen. Vgl. die Formulierung XIX weiter unten. 

*) Vgi. diese Zs. Bd. 140, S. 132 (1924) und Collegium Jahrg. 1924, 
S. 456. 


ee 
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bildung einer Carboxylgruppe an der Spaltstelle entsprechen 
dem gewohnlichen Ablauf solcher Ozonwirkungen. 

8. Besonders tiberzeugend werden aber der Piperazinring 
und im besonderen die Formel VII bewiesen durch die Hy- 
drierung unserer Anhydride mit katalytisch aktiviertem Wasser- 
stoff. Das Gas wird in stiirmisch verlaufender Reaktion ver- 
schluckt und es entstehen die gewdhnlichen, wohlbekannten 
Dioxoviperazine: Das Anhydrid aus Glycylserin liefert Glycy1- 
alanin-anhydrid (3-Methyl-2,5-dioxo-piperazin), das Anhydrid 
aus Alanyl-serin gibt Alanin-anhydrid (3,6-Dimethyl-2,5- 
dioxo-piperazin). Naturgem&i8 waren unsere Dioxopiperazine — 
aus inaktivem Material mit inaktiven Mitteln gewonnen — 
optisch inaktiv.") 

Wir stellen diese Umwandlungen fiir Glycylserin und fiir 
Alanylserin in nachstehender Ubersicht zusammen. Hierbei 
wollen wir auch die friiher benutzten, nicht mehr zweckmaBigen 
Namen fiir unsere Anhydride verlassen. An Stelle der behelfs- 
miBigen Bezeichnung ,,Anhydro-glycylserin-anhydrid I“ kann 
jetzt der rationelle Name 3-Methylen-2,5-dioxo-piperazin 
treten; das ,Anhydrid I aus Alanylserin“ ist als 3-Methylen- 
6-methyl-2,5-dioxo-piperazin zu benennen. Die in der 
letzten Mitteilung beschriebene ,Spaltsiure C,H,O,N“?) lat 
sich als Pyruvoyl-glycin oder auch als N-e@-Oxopropionyl- 
a-aminoessigsiure bezeichnen, je nachdem, ob die Be- 
ziehung zur Brenztraubensiure (Pyruvinsaiure) oder die genaue 
chemische Struktur mehr betont werden soll. Entsprechend 
ist die in der Kinleitung erwihnte Spaltsiure des Anhydrids 





1) Vom Alanin-anhydrid kénnen sich nach der Theorie zwei in- 
aktive Formen ableiten, das intramolekular ausgeglichene d-Alany]l- 
l-alanin-anhydrid und der Racemkérper (d- Alanyl-d-alanin-anhydrid, 
]-Alanyl-l-alanin-anhydrid). Wir haben an unserem Priaparat kein Zeichen 
mangelnder Einheitlichkeit feststellen kénnen. Seine Eigenschaften ent- 
sprechen der bekannten Mesoform. Aber solche subtilen Vergieiche 
sind bei hoch- und unter Zersetzung schmelzenden Stoffen unsicher, 
um so mehr, als die zweite Form des Alaninanhydrids bisher nicht ein- 
wandfrei bekannt geworden ist. AufschluBreicher wird die Wieder- 
holung unseres Vergleichs mit optisch aktivem Material sein. 

*) Diese Zs. Bd. 148, 8. 120 (1925). 








Os eO OreSsS — 2. 





HOCH, 


CO———NH-CH 
bn, ° NH, 


boou 


Glycyl-serin 


Ix. COOH 


» 


i 


| 
CO 


| 
bu, -NH—CO 
Pyruvoyl-glycin 
(«-Oxopropiony]- 
glycin) 


/ Hydrolyse 


HO ° _ 
CO——NH-CH 


Alanyl-serin 


COOH 


| 
CH,;*-CH——-NH——CO 
Pyruvoyl-alanin 


—2H,0 
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aus Alanylserin ein Pyruvoyl-alanin (N-e@-Oxopropionyl- 
a@-aminopropionsaure). 


>». VE. co—na—} 


} bu,—Na—Co 


3-Methylen-2, 5- 





—2H,0 
> 


ou,.¢H-NH, boon 





Reduktion | +2H 
Y 


X. CO—-NH—CH 


bx, —xu—o 


Glycyl-alanin- 
anhydrid (3-Me- 
thy]-2, 5-dioxo- 
piperazin) 


dioxo-piperazin 





af Oxydation 


ee 
CH,—NH— bo 


2, 3,5-Trioxo- 
piperazin 


CH, 


XI. co—na—é 


| 
/ cH, .CH—NH—60 


2,5-dioxo-piperazin 


3-Methylen-6-methy]- \ 


Hydrolyse 
/ rani +2H 


kK 
i CH, 
CO XII. CO—-NH—CH 
| | 
CH,-CH—-NH—CO 
Alanin-anhydrid 


(a-Oxopropionylalanin) 


(3, 6-Dimethyl- 
2, 5-dioxo-piperazin 


n 





PG Oxy datio 


CO—NH—CO 


CH;- (u—na—bo 
6-Methyl-2, 3, 5-tri- 
oxo-piperazin 


Damit sind 3 Verbindungen, die im Stoffwechsel 
der Proteine und der Kohlehydrate eine zentrale Stel- 
lung einnehmen: Serin und Alanin einerseits und 
Brenztraubensdure andererseits, auch auBerhalb des 
Organismus und ohne Mitwirkung biologischer Hilfs- 
mittel in itibersichtliche genetische Beziehung zu- 


e@inander gebracht. 
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Im Mittelpunkt dieser Umwandlungen stehen Abkémm- 
linge der a-Amino-acrylsiure’), einer Aminosiure, die man 
sich ebensogut von der Brenztraubensiure durch Verbindung 
ihrer Enolform mit Ammoniak, wie vom Serin durch Anhydri- 
sierung abgeleitet denken kann: 


XIV. CH,-CO-COOH ‘Ketoform der Brenztraubensiure 


XV. CH,==C(OH)-COOH Enolform der Brenztraubensiure 
XVI. rier taatecgese’ ths «-Amino-acrylsiure 
bac 2 


XVII. CH,(OH)-CH(NH,)-COOH  Serin 


«-Amino-acrylsiure und ihre einfachen Derivate sind bisher 
dem Chemiker nicht bekannt geworden. Um so unerwarteter 
ist ihre leichte Bildung in unseren Versuchen und es verlohnt, 
dieselbe dem Verhalten einiger anderer Serinderivate an die 
Seite zu stellen. Emil Fischer, W. A. Jacobs und K. Raske’) 
haben schon den salzsauren Serin-methylester mit Phosphor- 
pentachlorid und Acetylchlorid in den salzsauren Ester der 
a-Amino-f-chlor-propionsaéure verwandelt (s. u. Formeln XVIII). 
Bergmann und Miekeley haben durch Einfiihrung des Ben- 
zoylrestes Gelegenheit zu einem Ringschlu8 des Benzoyls mit 
dem Serinhydroxyl geboten und damit eine Chlorierung des 
Hydroxyls vermieden. Sie gelangten so vom Benzoylserin- 
methylester zum 2-Phenyl-4-carboxymethyl-oxazolin (For- 
mel XIX): 

XVIII. CH,(OH):CH(NH,, HCl)-COOCH, 
—_» OH,Cl-CH(NH,, HCl)-COOCH, 
XIX. CH,(OH):CH(NH-CO C,H,):-COOCH, —> Oni, -CH-CO00E, 


N 
Con, 


1) Unsere beiden Methylen-dioxopiperazine sind cyclische Anhydride 
der a-Amino-acrylsiure mit Glykokoll bzw, mit Alanin, in welchen die 
Amino-acrylsiure die Rolle der einen Aminosiure in den gewéhnlichen 
Dioxo-piperazinen itibernommen hat. 

*) E. Fischer u. W. A. Jacobs, Chem. Ber. Bd. 40, 8. 1057 (1907); 
E. Fischer u. K. Raske, Chem. Ber. Bd. 40, S. 8717 (1907). 
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Wir durften erwarten, bei der Ubertragung der Reaktion 
XIX auf den Methylester des Glycylserin ebenfalls zu einem 
oxazolinartigen Stoff zu gelangen. Unsere Versuche, das friiher 
beschriebene chlorhaltige Zwischenprodukt C,H,,0,N,Cl, HCl 
auf Oxazolinstruktur zu priifen, sind noch nicht abgeschlossen, 
weil bei dieser verinderungslustigen Gruppe der Struktur- 
nachweis besonders schwierig ist. Auf keinen Fall ist durch 
die jetzige Aufklirung des Methylen-dioxopiperazins die wenig- 
stens intermedidre Bildung einer Verbindung mit Oxazolinring, 
etwa von der friiher unter allem Vorbehalt angefiihrten Struktur *) 





/i—C8, 
Paved 
ba, nao 


ausgeschlossen. Wir sind vielmehr gerade geneigt, anzunehmen, 
da8 das voriibergehende Auftreten derartiger spannungsreicher 
und darum unbestindiger Gebilde die Entstehung des Amino- 
acrylsiure-Derivates aus dem Serinrest begiinstigt. 

Unsere Methylen-dioxopiperazine scheinen verwandt mit 
Verbindungen, die T. Sasaki?) durch Kinwirkung von aroma- 
tischen Aldehyden und von Furfurol auf Glycinanhydrid be- 
reitet hat. Aber trotz dieser formalen Ahnlichkeit suchen wir 
bei Sasakis Substanzen vergeblich nach, jener Empfindlich- 
keit gegen Saéuren, die unsere Methylen-dioxopiperazine aus- 
zeichnet und zur Abspaltung von Ammoniak fihrt. Sasaki 
hat aus seinem Dibenzal-glycinanhydrid beim Kochen mit 
konzentrierter Jodwasserstoffsiure sehr gute Ausbeuten (85°/,) 
an Phenylalanin erhalten und nichts von der Entstehung einer 
Ketosaure berichtet.*) Es liegt nahe, die Methode von Sasaki 
auf Formaldehyd zu iibertragen, um auf diese Weise zu 
Methylen-dioxopiperazinen zu gelangen. Bei der Kinwirkung 





1) Diese Zs. Bd. 140, S. 182, Formel XIV (1924). 

2} Chem. Ber. Bd. 54, S. 168, 168, 2056 (1921). 

8) Immerhin zeigen die Verbindungen von Sasaki einige Spaltungen, 
die uns im Vergleich zum Verhalten der nicht substituierten Amino- 
siure-anhydride valenzm&Big von Interesse erscheinen. Wir werden 
dariiber gelegentlich mehr berichten. 
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von Trioxymethylen auf Dioxopiperazin in Gegenwart von 
Essigsiureanhydrid und Natriumacetat haben wir bisher aber 
noch kein Methylen- oder Bismethylen-dioxopiperazin erhalten, 
sondern eine Verbindung C,,H,,0,N,, die zwei Acetyle enthalt 
und beim Kochen mit Sauren allmahlich 2 Molekile Form- 
aldehyd liefert. Die Verbindung ist folgendermaBen aufzufassen: 


on 


bu, -OCOCH, 
ist also das Diacetat des friiher beschriebenen N,N ’- Dimethylol- 
dioxo-piperazin. ') 

Uber Oxydation und Reduktion von 2,5-Dioxopiperazinen 
ist bisher nicht allzuviel bekannt geworden. Im Hinblick auf 
das fragliche Vorkommen von Dioxo-piperazinen in Proteinen 
hat E. Hoyer?) im Anschlu8 an R. Cohn die Reduktion der 
Dioxopiperazine untersucht und aus Alanin-anhydrid 2,5-Di- 
methyl-piperazin bereitet. Andererseits hat Mylius*) schon 
lange vorher aus dem Anhydrid des Sarkosin (1,4-Dimethyl- 
2,5-dioxopiperazin) durch Oxydation mit Permanganat Dimethy]- 
oxamid gewonnen. Ein kompliziertes Dioxo-piperazin, das 
Methyl-anhydro-pikrorocellin, das zu dem Pikrorocellin aus der 
Flechte Rocella fuciformis in naher Beziehung steht, haben 
M. O. Forster und W. B. Saville*) mit Permanganat zum 
zugehoérigen Trioxo-piperazin oxydiert. Das Ergebnis ist analog 





1) M. Bergmann, M. Jacobsohn u. H. Schotte, Diese Zs. Bd. 181, 
S. 21 (1923); M. Bergmann, Collegium 1928, Nr. 643, S. 345; Cher- 
bouliez u. Feer, Helvetica chimica acta Bd. 5, 8. 678 (1922); vgl. auch 
Powarnin, Collegium 1924, Nr. 649, S. 154. 

2) Diese Zs. Bd. 84, S. 347 (1902); vgl. R. £95 Diese Zs. Ba. 22, 
S. 170 (1897); Bd. 29, S. 288 (1900). 

5) Chem. Ber. Bd. 17, S. 292 (1884). 

*) Jl. chem. Soc. London Bd. 121, S. 816 (1922); Chem. Zbl. 1922, 
Ill, S. 1175. 
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unserer Ozonoxydation. Hier ist das energische Permanganat- 
verfahren brauchbar, weil solche aromatische Analoga unserer 
Methylenverbindungen erfahrungsgem&B erheblich bestandiger 
sind. SchlieBlich hat EK. Abderhalden mit W. Stix, E. Klar- 
mann und E. Schwab?) nach dhnlichen Verfahren die Reduk- 
tion und Oxydation von Dioxo-piperazinen bearbeitet, um aus 
den Produkten (Piperazine, Oxamid) auf das Vorkommen der 
Dioxopiperazine in Proteinen zu schlieBen. 

Da es sich bei unseren Versuchen um die Festlegung 
empfindlicher Strukturen handelte, haben wir unsere Oxydationen 
und Reduktionen unter solchen Umstinden ausgefiihrt, da8 
strukturelle Umlagerungen im Laufe des Strukturbeweises aus- 
geschlossen blieben. Dazu bot der ungesittigte Charakter 
unserer Anhydride die Méglichkeit. Die Ozonmethode und 
vor allem das Verfahren der katalytischen Hydrierung verlaufen 
nach allen bisherigen Erfahrungen ohne unkontrollierbare 
Komplikationen und ihre Wirkung ist so ausgesprochen spezifisch 
auf bestimmte Gruppen eingestellt, daB die von uns mit ihrer 
Hilfe in quantitativer Ausbeute erhaltenen Endprodukte zweifels- 
freie strukturelle Riickschliisse erlauben.*) Wir erwarten darum 
von diesen Methoden Nutzen fiir die Entscheidung mancher 
anderen strukturellen Fragen der Proteinchemie. 

Wir hatten in der letzten Mitteilung das ,,Anhydroglycyl- 
serin-anhydrid I* unter jenen Stoffen genannt, die, ohne selbst 
2,5-Dioxopiperazine zu sein, dennoch die Farbreaktion mit 
Polynitroverbindungen nach Sasaki und nach Abderhalden 
und Komm geben. Wir waren damals noch der Meinung, 
daB die Doppelbindung des Anhydrids innerhalb des Piperazin- 
ringes sitzt und nicht auBerhalb. Nunmebhr ist eine Berichtigung 
unserer damaligen Angaben in diesem einen Punkt ndtig. 





1) Diese Zs. Bd. 183, S. 238 (1924); Bd. 135, S. 180 (1924); Bd. 139, 
S. 68 (1924); Bd. 189, S. 169 (1924); Bd. 140, S. 92 (1924); Bd. 143, S. 128, 
290 (1925). 

®) Sasaki hat schon die katalytische Reduktion des Dibenzal- 
dioxopiperazins benutzt, aber ausschlieBlich zu priparativen Zwecken 
und auch hierfiir andere Reduktionen als giinstiger befunden. Vel. 
Chem. Ber. Bd. 54, S. 166 (1921). 
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Beachtenswert bleibt freilich, daB ein funktionell so stark ver- 
anderter Dioxopiperazinring, wie der unserer Methylenverbindung, 
noch die Sasaki-Reaktion gibt, wahrend ein echtes Diketo- 
piperazin wie Leucinimid in seiner optisch-aktiven Form ver- 
sagt.") Beziiglich der iibrigen an jener Stelle von uns ge- 
nannten Stoffe (Verbindung C,,H,,O,N usw.), die bestimmt keine 
Dioxopiperazine sind, bleibt das dort tiber Spezifitat der Sasaki- 
Reaktion gesagte voll in Giiltigkeit. 

Wir wissen aus Fiitterungsversuchen von Knoop?) und 
Durchblutungsversuchen von Embden®*), da8 der Organismus 
des Hundes (bzw. die iiberlebende Leber) aus den Ammon- 
salzen von a-Ketoséiuren w-Aminosiuren zu bilden vermag. 
Im speziellen entsteht aus Brenztraubensiure d-Alanin. Uber 
die Zwischenstufen der Umwandlung ist so gut wie nichts 
Sicheres bekannt. Man hat vermutet, daf sich zunichst 
Ammoniak an die Ketogruppe anlagert zu einer «-Oxy-c-amino- 
siure, z. B. 

CH,-C(OH)(NH,)-COOH , 
deren Oxygruppe dann reduziert werden soll, Aus den be- 
kannten Experimenten von Wallach und Leuckart*) kennen 
wir eine Reduktion von Aldehyden und Ketonen zu Aminen, 
nimlich durch Erhitzen mit Ammoniumformiat. Aber hier 
sind ziemlich hohe Temperaturen erforderlich und die Zwischen- 
stufen sind auch nicht geklirt. Vorerst spricht in unserem 
Fall kein Grund dagegen, daB die Wirkung des Ammoniaks 
auf Brenztraubensiure im Stoffwechsel zunachst zur «-Imino- 
propionsdure oder einem Derivat derselben fiihrt, und daB diese 
dann nach dem bekannten Beispiel der #-Aminocrotonsiure 
zu o-Aminoacrylsiure tautomerisiert wird. Diese mag dann 





1) E. Abderhalden u. E. Komm, Diese Zs. Bd. 189, S. 198 u. 
199 (1924). 

*) F. Knoop, Diese Zs. Bd. 67, 8. 489 (1910). 

8) G. Embden u. E. Schmitz, Biochem. Zs. Bd. 29, S. 428 (1910); 
Bd. 38, 8. 393 (1912); K. Kondo, Ebenda §S. 407; H. Fellner, Ebenda 
S. 444; Embden und Mitarbeiter, Biochem. Zs. Bd. 45, S. 1ff. (1912). 

*) Leuckart, Jl. fiir prakt. Chem. 2. Ser., Bd. 41, S. 830 (1890); 
O. Wallach, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 848, S. 54 (1905). 
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ganz wie in unseren Beispielen zu Alanin reduziert werden. 
Der bekannte Ubergang von brenztraubensaurem Ammon in 
N-Acetyl-alanin?) steht einer solchen Auffassung durchaus nicht 
entgegen. 

Andererseits hat man daran zu denken, daB die ver- 
schiedenen Umwandlungen des Alanins im Stoffwechsel tiber 
die Stufe der Amino-acrylsiure und vielleicht des Serins 
fihren, wobei noch besonders zu priifen ist, welche von beiden 
Aminosiuren dabei im einzelnen Fall die primiare Stellung 
einnimmt. Es mu eine chemische Notwendigkeit damit ver- 
bunden sein, da8 alle natiirlichen Aminosiuren mit alleiniger 
Ausnahme des in vieler Hinsicht abseits stehenden Glykokolls 
die CH, oder CH-Gruppe in @-Stellung aufweisen. 

Man hat die Frage aufgeworfen, aus welcher Quelle die 
bei Spaltungsversuchen an Proteinen beobachtete Brenztrauben- 
siure stammt. Nach K. A. H. Mérner?) ist Cystin nicht die 
einzige Quelle. Die Brenztraubensiure scheint auch kein 
primares Spaltprodukt und bildet sich bei langerem Erhitzen 
des Hydrolysates mit Séiure nur ganz allmahlich. Wir halten 
eine Bildung aus Serinderivaten nach unseren Versuchen fir 
nicht ganz ausgeschlossen. Andererseits scheinen uns die Be- 
funde Mérners keinen Anhalt fiir oder gegen die Behauptung 
zu geben, da in seinen Beispielen ein Stoff von der Art des 
Methylen-dioxopiperazins oder ein anderes Derivat der Amino- 
acrylsiure der Bildner der Brenztraubensiure gewesen sei. 

Bei biologischen Versuchen sind Abscheidung und Nach- 
weis von Brenztraubensiure oft schwierig wegen der zahl- 
reichen Begleitstoffe. Eine Erleichterung bietet hier unsere 
Beobachtung, daB Brenztraubensiiure mit Wasserdimpfen auch 
im Vakuum ziemlich leicht fliichtig ist.4) Dieser Umstand 
mag aber auch éfters zu Verlusten an Brenztraubensdure AnlaB 
geben und Schuld sein, daB sie ganz iibersehen werden kann. 





4) de Jong, Rec. des trav. chim. Pays-Bas Bd. 19, 8. 259 (1900). 

*) Diese Zs. Bd. 42, S. 121 (1904). 4 

8) K. A. H. Mérner hat schon bei Hornhydrolysen eine fliichtige, 
jodoformgebende Substanz beobachtet, aber ihre Natur nicht niher fest- 
gestellt. 
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Versuche. : 
Oxydation von 8-Methylen-2,5-dioxopiperazin mit 
Ozon. 2,3,5-Trioxo-piperazin. 

0,5 g Methylen-dioxopiperazin wurden unter gelindem Er- 
wirmen in 30 ccm Eisessig gelést und nach dem Abkihlen 
durch die Flissigkeit wihrend 5 Stdn. ein lebhafter Ozonstrom 
geleitet. Dann wurde die Lésung, welche durch eine nicht 
sehr betraichtliche Krystallmenge getriibt war, unter geringem 
Druck verdampft und der Riickstand noch mehrmals mit Wasser 
unter denselben Bedingungen eingedampft. Der farblose Riick- 
stand wurde aus wenig Wasser in schénen sechsseitigen Tafeln 
erhalten, die oft zentrisch angeordnet waren. Ausbeute 0,45 g. 


0,1662 g lufttrockene Substanz verloren bei 100° und 1 mm iber 
P.O, 0,0298 g an Gewicht. 


' 20,H,0,N, +3H,0 Ber. H,O 17,43°/,  Gef. H,O 17,93°/, 
6,474 mg getr. Substanz 8,817 mg CO, und 1,738 mg H,0. 


6,987 mg ,, » 1,876 cem N (28°, 747,5 mm, 50°/,ige KOH), 
C,H,O,N, (128,05) Ber. C 37,48, H3,15%/, WN 21,88°/, 
Gef. ,, 37,14 » 3,00 »» 22,04 


Das 2,3,5-Trioxopiperazin farbt sich beim Erhitzen im 
Capillarrohr von 220° an langsam braun und zersetzt sich 
gegen 240°. Es lést sich in Wasser betrichtlich und diese 
Lésung rétet blaues Lackmuspapier. Auch in Hisessig lést es 
sich bei gelindem Erwirmen in erheblicher Menge, dagegen 
schwer in Alkohol, Ather, Essigither und Petrolather. 

Zur Hydrolyse wurden 0,5 g Trioxopiperazin 4 Stunden 
mit 20 ccm n-Salzsiure riickflieBend gekocht und dann unter 
geringem Druck zur Trockne gebracht. Es hinterblieb ein 
hellbrauner Sirup, der viel Salmiak und daneben sechsseitige 
Tafeln enthielt. Er wurde unter Zusatz von etwas essigsaurem 
Natrium, das frei war von Oxalsaéure, mit der Auflésung von 
1g krystallisiertem Chlorcalcium in 5 ccm Wasser versetzt. 
Der nach 15 Stunden abgesaugte und bei 105° getrocknete 
Niederschlag betrug 0,10 g und erwies sich als Calcium- 
oxalat mit 1 Mol. Krystallwasser. 


3,370 mg Substanz verbrauchten 4,65 ecm n/100-Kaliumpermanganat 
statt 4,61 ccm. | 
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10,842 mg Substanz verbrauchten 14,73 cem n/100-Kaliumperman- 
ganat statt 14,83 ccm. | 
4,235 mg Substanz gaben beim Abrauchen mit H,SO, 3,921 mg CaSO,. 
Ber. Ca 27,48°/, Gef. Ca 27,25°/, 


Das Filtrat vom Calciumoxalat wurde unter geringem 
Druck zur Trockne gebracht, in wasserfreiem Alkohol auf- 


genommen, mit Chlorwasserstofigas zur Veresterung bei Siede- 


temperatur gesittigt, von Ungeléstem filtriert und eingeengt. 
Bald begann die Krystallisation schéner farbloser Nadeln (0,2 g), 
die nach mehrmaliger Umkrystallisation bei 144° schmolzen. 
Es lag salzsaurer Glykokollester vor und ein Gemisch 
mit einem auf dem iiblichen Weg bereiteten Priparat zeigte 
keine Depression des Schmelzpunktes. 

3,788 mg Substanz gaben 0,333 ecm N (18°, 748 mm, 50°/,ige KOH). 

Ber. N 10,03°/, Gef. N 9,96%, 

Um nachzuweisen, daB bei der Hydrolyse des Trioxo- 
piperazins auch Ammoniak entsteht, wurden 0,1135 g Jerst 
4 Stunden mit 5 ccm n-HCl riickflieBend gekocht und dann 


nach Ubersittigen mit Lauge unter dauerndem ZufluB von 


Wasser die fliichtige Base abdestilliert. Das Destillat ver- 
brauchte 8,85 ccm n/10-HCl entsprechend 10,92°/, N, wahrend 
fir 1 Stickstoffatom des Trioxopiperazins 10,94°/, N_ be- 
rechnet sind. Der in Substanz abgeschiedene Salmiak enthielt 
die richtige Chlormenge. 


3-Methylen-6-methyl-2,5-dioxo-piperazin. 
Die Herstellung erfolgt auf analoge Weise, wie sie frither?) 


| fir das ,, Anhydro-glycylserin-anhydrid I* (3-Methylen-2,5-dioxo- 


piperazin) beschrieben wurde. 

6 g dl-Alanyl-dl-serin werden mit methylalkoholischer 
Salzsiure nach KE. Fischer und K. Roesner verestert, der 
bei 12 mm und 30° gut getrocknete salzsaure Ester unter 
Kiihlung mit 20 ccm Thionylchlorid itibergossen und nach 
12stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur die triibe, etwas 





1) M. Bergmann u,. A. Miekeley, Diese Zs. Bd. 140, 8. 141 (1924). 
In Erginzung unserer dort gegebenen Vorschrift ist noch zu sagen, daB 
man zweckmibig nicht vom freien Ester, sondern von seinem Chlor- 
hydrat ausgeht. : 
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dunkel gefarbte Liésung in trockenen Ather gegossen. Das 
Reaktionsprodukt fallt als Ol aus, erstarrt aber bald, 
namentlich beim Abkiihlen und Verreiben mit frischem, 
trockenem Ather. Man saugt rasch ab und ibergieBt sofort 
unter Kihlung in Kaltemischung mit 20—30 ccm konzen- 
triertem, waBrigem Ammoniak. Schon nach wenigen Minuten 
krystallisiert das gebildete Anhydrid aus. Man krystalli- 
siert aus Wasser um. Ausbeute bis 1,6 g. Das Methylen- 
methyl-dioxypiperazin ist in Wasser etwas leichter léslich, 
als das Methylen-dioxopiperazin. Es krystallisiert daraus in 
spieBig ausgebi’deten Prismen, die bei lingerem Stehen in 
Tafeln tibergehen. Aus Alkohol kann man es in millimeter- 
langen, zentrisch angeordneten Nadeln erhalten. In Ather 
und Petrolither ist es auSerordentlich schwer léslich. Beim 
Erhitzen im Capillarrohr braunt sich das Anhydrid von 280° 
an und hinterlaBt gegen 340° eine véllig zersetzte Kohle. 

Zur Analyse diente ein zweimal aus Wasser krystalli- 
siertes Priparat, das bei 56° und 2mm iiber P.O, ge- 
trocknet war. 


4,472 mg Substanz gaben 8,400 mg CO, und 2,270 mg H,0. 
8,828 mg + 5, 0,662 com N (21°, 766 mm, 50 °/,ige KOH). 
C,H,0,N, (140,08) Ber. C 51,40% H5,76%  N 20,00%, 
Gef. ,, 51,23 » 5,68 » 19,87 


Hydrolyse des 3-Methylen-6-methyl-2,5-dioxopiper- 
azin mit Salzséure. 


Bei der Hydrolyse entstehen Alanin, Brenztraubensiaure, 
Pyruvoyl-alanin und Ammoniak. 

8 g Methylen-methyl-dioxopiperazin wurden mit 40 ccm 
5n-Salzsiure 1/, Stunde unter hiufigem Umschiitteln, bis alles 
gelést war, auf 70° erhitzt und die Lisung dann unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne gebracht. 

Im Destillat befand sich viel bexasivdabenshure, die 
durch ihre Farbreaktionen mit Nitroprussidnatrium und ibr 
Phenylhydrazon identifiziert wurde. Ausbeute an Hydrazon 
0,6 g, Schmelzp. 192° (korr.) unter Gasentwicklung. Fischer 
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gibt ebenfalls 192° an. Bei derselben Temperatur, schmolz 


| die Mischung mit einem Vergleichspraparat aus kiuflicher 


| Brenztraubensiure, 
0,1258 g Substanz gaben 0,2805 g CO, und 0,0646 g H,0. 
3,788 mg sis », 0,526 éem N (24°, 753 mm, 50°/,ige KOH). 
C,H,,O,N, (178,10) Ber. C 60,64 °/, H 5,66 °/, N 15,73 °/, 
Gef. ,, 60,80 yy 3,15 y 15,74 


Der Riickstand vom Verdampfen der salzsauren Hydro- 
lysenfliissigkeit gab an Ather Pyruvoyl-alanin (N-a@-Oxo- 
propionyl-aw-aminopropionsaure) ab, das beim Verdampfen 
des Athers und Umkrystallisieren aus nicht zuviel Essigither 
schneeweiBe lange Nadeln vom Schmelzp. 143,5° (korr.) bildete. 
Ausbeute 1,3 g. Zur Analyse wurde bei 12 mm und 56° tiber 


| Phosphorpentoxyd getrocknet. 


0,1882 g Substanz gaben 0,2205 g CO, und 0,0676 g H,0. 


8,940 mg ,, » 0,808 cem N (21°, 755 mm, 50°/,ige KOH). 
C,H,O,N (159,08) Ber. © 45,26%, H5,70°, N 881%, 
Gef. ,, 45,15 » 5,68 » 8,84 


Das Pyruvoyl-alanin reagiert und schmeckt sauer. Sein 
Carboxyl wird durch Diazomethan oder alkoholische Salzsiure 


‘verestert. Der Athylester ist eine bei 140° (Bad) und 12mm 


Druck ohne Zersetzung destillierbare farblose Fliissigkeit von 
brennendem Geschmack. Die Saure lést sich leicht in Alkohol 
und Wasser, etwas schwerer in Essigester und Ather, so gut 
wie gar nicht in Petrolither. 

Die Spaltung des Pyruvoyl-alanin mit siedender 2 n-Salz- 
siure wahrend 2 Stunden ergab beim Eindampfen unter ge- 
ringem Druck im Destillat wieder Brenztraubensaure, fir 
deren Natur neben den Farbreaktionen die Isolierung des 
Phenylhydrazons vom Schmelzp. 192° entscheidend war. (Ber. 
N 15,73 °/,, Gef. N 15,69°/,). AuBerdem lieB sich durch Ver- 
estern des Riickstandes mit Alkohol und Chlorwasserstoff salz- 
saurer Alaninester durch das Pikrat vom Schmelzp. 169 bis 
170° gewinnen (Ber. N 16,19 °/,, Gef. N 16,30 °/,). 

Der nach Entfernung des Pyruvoyl-alanins mittels Ather 
verbleibende Hydrolysenriickstand wurde mit Alkohol aus- 
gezogen. Dabei ging der gréBere Teil in Lésung und es 
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blieben 0,5 g reiner Salmiak zuriick (Ber. Cl 66,28°/,, Gef. 
66,07 °/,). Der alkoholische Extrakt wurde durch Einleiten 
von Chlorwasserstoff verestert und dann nach wiederholtem 
Verdampfen und Auflésen in Alkohol der Alaninester als 
Pikrat isoliert. LErhalten 2,5 g vom Schmelzp. 168—170° 
(korr.) (statt 171°). 
C,,H,,O,N, (846,14) Ber. C 38,13°/, H 4,08, WN 16,19 %, 
Gef. ,, 38,41 » 4,15 » 16,26 


Oxydation des 3-Methylen-6-methyl-2,5-dioxo- 
piperazin mit Ozon. 


0,5 g Methylen-methyl-dioxo-piperazin wurden in 30 ccm 
Eisessig gelést, 5 Stunden mit einem lebhaften Ozonstrom be- 
handelt. Nach dem vélligen Verdampfen unter geringem Druck 
wurde der Riickstand aus Alkohol krystallisiert. Die erhaltenen 
lanzettférmigen Nadelchen (0,45 g = 89°/, d. Th.) waren reines 
6-Methyl-2,3,5-trioxo-piperazin, 

3,902 mg Substanz (bei 78° und 0,1 mm iiber P,O, getr.) gaben 
6,060 g CO, und 1,579 mg H,O. 

4,050 mg Substanz gaben 0,710 cem N (23°, 748 mm, 50°/,ige KOH). 


C;H,O,N, (142,06) Ber. C 42,249, H 4,26%,  N 19,72 °%, 
Gef. ,, 42,86 » 4,52 »» 19,50 


Das Methyl-trioxo-piperazin schmilzt bei 212—213° (korr,). 
Es reagiert gegen Lackmus sauer, lést sich leicht in Wasser und 
Methylalkohol, schwer in Ather und so gut wie gar nicht in 
Petrolither. 

Die Hydrolyse des Methyl-trioxo-piperazins mit 
der 20fachen Menge 2n-Salzsiure in der Hitze wurde ahnlich 
aufgearbeitet, wie es weiter oben fiir das einfachere Trioxo- 
piperazin beschrieben ist. Wir verzichten darum auf die aus- 
fihrlichere Beschreibung. Erhalten wurden: 


Oxalsiure, isoliert als Calciumsalz. Gefunden 27,31 
und 27,10°/, Ca statt 27,44 fiir das Monohydrat. Das Salz 
entfiirbt in saurer Lésung Permanganat. 


Alanin, verestert, wurde als Pikrat vom — Bchieate. 
punkt 171° eee: identifiziert. 
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C,,H,,0,.N, Ber. C 8,189, H 408%  N 16,19%, 
Gef. ,, 38,47 » 4,19 » 16,05 


SchlieBlich Salmiak. 


Entstehung von Brenztraubensdure bei der Hydrolyse 
des Methylen-dioxo-piperazin. 


Die Hydrolyse des Methylen-dioxo-piperazins (,,Anhydro- 
glycylserin-anhydrid I) ist schon in unserer 4, Mitteilung be- 
schrieben. Zur Erginzung ware hier nur noch die Auffindung 
der Brenztraubensiure zu schildern. Die Arbeitsweise ist aber 


'so Shnlich der bei der Spaltung des homologen Methylen- 


methyl-dioxo-piperazins, die eben ausfiihrlich beschrieben wurde, 
daB wir die Wiederholung vermeiden michten. Wir erwahnen 
darum nur, da8 wir aus 0,5 g Methylenverbindung im Destillat 
der Salzsiurespaltung mit Phenylhydrazin 0,1 g Brenztrauben- 
siure-phenylhydrazon vom Schmelzp. 192° und der richtigen 
Zusammensetzung erhielten. Ebenso ergab die Hydrolyse des 
Pyruvoyl-glycin nochmals Brenztraubensaure, 


Verwandlung von 3-Methylen-2,5-dioxo-piperazin in 
Glycyl-d,l-alaninanhydrid und von 3-Methylen- 
6-methyl-2,5-dioxo-piperazin in Alaninanhydrid. 


Hydrierung von Methylen-methyl-dioxopiperazin: 
0,8 g des Dioxopiperazins wurden in 50 ccm Lisessig gelist, 
in Gegenwart von 1 g Palladiummohr’) mit Wasserstoff unter . 
schwachem Uberdruck behandelt. Schon nach 3 Minuten war 


idie fir 1 Mol. berechnete Menge verschluckt. Nun wurde 


unterbrochen und die filtrierte Hisessiglésung unter geringem 
Druck verdampft. Der farblose Riickstand war vollstindig 
krystallisiert. Aus verdiinntem Alkohol erhielten wir erst 
zentrische Prismen, die sich bald in lange, verfilzte Nadeln 
verwandelten. 0,7 g, weil ein Teil in der Mutterlauge blieb, 
auf dessen Gewinnung wir glaubten verzichten zu kénnen. 
Die Substanz ist in Wasser in der Hitze leicht léslich, 





1) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1573 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 18 
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ebenso in viel heiBem Methylalkohol. Sie schmilzt bei 281° 
(korr.) und die Schmelze erstarrt beim Abkihlen rasch wieder. 
Die Verbindung sublimiert unter geringer Zersetzung. Das 
sind alles Kigenschaften, wie sie fir Alaninanhydrid be. 
schrieben sind. Den Schmelzpunkt dieser Verbindung gibt 
Fischer zu 280° an. Auch die Analysenzahlen passen gut 
auf das Anhydrid des Alanins.*) 


0,0604 g Substanz gaben 0,1123 g CO, und 0,0390 g H,0. 


4,272 mg ‘ » 0,750 cem N (20°, 744 mm, 50 °/,ige KOH): 
CeHioN,O, (142,10) Ber. C 50,67°/, H 7,09°%, N 19,71 °/, 
Gef. ,, 50,71 »» 1,22 » 19,62 


Den sicheren Nachweis, daB bei der Hydrierung neben 
dem schon vorhandenen Alaninrest noch ein zweiter neu ge- 
bildet wird, gab uns die Hydrolyse. Dabei wurde Alanin auf 
dem in dieser Mitteilung mehrfach erwihnten Weg durch Ver- 
esterung und Abscheidung als Pikrat des Athylesters ab- 
geschieden. Erhalten wurden aus 0,496 g Anhydrid 1,800 ¢ 


Pikrat entsprechend 75 °/, der fiir zwei Alaninreste berechneten ff 


Theorie. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des Pikrats 
170° (korr,).’ : 


C,,H,,0,N, (346,21) Ber. N 16,19°, Gef. N 16,19 °/, 

Hydrierung von Methylen-dioxopiperazin: Sie ver- 
lief ganz analog wie im vorstehend beschriebenen Fall. Aus 
0,4 g Methylenverbindung erhielten wir 0,35 g Glycyl-alanin- 
anhydrid. Schmelzp. 245° (korr.), genau wie von E. Fischer 
angegeben. Auch an diesem Praparat haben wir zwei Krystall- 
formen beobachtet, nimlich neben den von anderen Forschern 
beschriebenen langen verfilzten Nadeln schéne glanzende, rhom- 
bische Krystalle mit gut ausgebildeten Flachen. Auf dhnliche 
Beobachtungen deutet eine Bemerkung von E. Fischer und 
K. Roesner hin. | 


4,160 mg Substanz gaben 0,809 cem N (21°, 745 mm, 50°/,ige KOH). 
C,H,N,O, (128,08) Ber. N 21,87, ~Gef. N 21,70 °%, 





1) Uber die Stereochemie des erhaltenen Alaninanbydrids vgl. die 
—,, in der Einleitung. 
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Polymerisation des Methylen-methyl-dioxo-piperazin. 


0,5 g Methylen-methyl-dioxo-piperazin werden in 7 ccm 
n-Natronlauge gelist, 1 Stunde bei 18° aufbewahrt und dann 
mit genau 7 ccm n-Salzsiure versetzt. Sofort beginnt die 
Abscheidung des Polymeren und man kann schon nach 
1—2 Stunden absaugen und mit etwas Wasser waschen. 
0,37 g. Zur Analyse war bei 56° und 1 mm getrocknet. 


0,1384 g Substanz gaben 0,2602 g CO, und 0,0726 g H,O. 


5,685 mg ,, » 0,999 cem N (19°, 744 mm, 50°/,ige KOH). 
C,H,O,N, (140,08) Ber. C 51,40%, H5,76°% N 20,00%, 
Gef. ,, 51,27 9 3,87 » 19,71 


Das polymere Anhydrid lést sich in allen organischen 
Lisungsmitteln sehr schwer. Es hat keinen eigentlichen Schmelz- 
punkt, sondern farbt sich allmahlich dunkel. _ 

Die Verbindung ist vermutlich das Homologe des friher 
beschriebenen und auf analoge Weise erhaltene ,Anhydro- 
glycylserin-anhydrid II“, das nunmehr besser als ,,polymeres 
Methylen-dioxopiperazin“ zu bezeichnen wire. 


1,4-Dimethylolacetat des 2,5-Dioxo-piperazin. 
(Formel XX.) 


2,3 g Glycinanhydrid wurden mit 4 g Trioxymethylen, 6 g 
wasserfreiem Natriumacetat und 15 ccm KEssigsiureanhydrid 
2 Stunden im Bad von 130° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
mit 50 ccm Wasser zersetzt, nach einigen Stunden von der 
abgeschiedenen braunen Masse filtriert, das Filtrat mit Chloro- 
form ausgezogen, das Chloroform verjagt und der Riickstand 


erst aus Aceton mit wenig Petrolither, dann aus reinem Aceton 


krystallisiert. Ausbeute nur 1,2 g. Farblose Prismen vom 
Schmelzp. 111—112° 


0,1059 g Substanz (bei 56° und 1mm iiber P,O, getr.) gaben 
0,1815 g CO, und 0,0525 g H,0. 

5,662 mg Substanz gaben 0,557 ccm N (20°, 745 mm, 50°/, ige KOH) 

0,1873 g » mit Phosphorsdiure erschépfend destilliert, ver- 
brauchten in der Vorlage 29,00 cem n/10-Jodlésung. 
18* 
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CioH,O,N, (258,18) oe 
Ber. C 46,499), H5,47%, N 10,85%, OH,O 23,25 %, 
Gef. ., 46,74 »» 5,55 » 11,01 » 28,24 


Leicht léslich in Wasser; beim langsamen Verdunsten 
millimeterlange, flache, an den Enden zugespitzte Nadeln. Aus 
Aceton, in dem die Verbindung in der Warme auch recht 
leicht ist, mikroskopische Stabchen. Schwer léslich in Ather 
und fast unléslich in Petrolither. Mit der 10fachen Menge 
5n-Salzsiure 3 Stunden auf 60° erhitzt und dann mit Alkali 
destilliert, gab die Verbindung nur 0,1 °/, Stickstoff als Am- 
moniak ab, im Gegensatz zum Methylen-dioxo-piperazin. (Vgl. 
Diese Zs. Bd. 148, S. 123 (1925). 
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Uber die Acetylierung von Aminosduren im Tierkérper. 


Von 
F. Knoop und Jose Garcia Blanco. 





(Aus dem physiolog.-chemischen Institut der Universitit Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, Maj 1925.) 


Bei dem Studium des Abbaus der Aminosiuren sind an 
den aromatischen Homologen eigenartige Beobachtungen ge- 
macht worden, die zur Isolierung von Acetylderivaten gefthrt 
haben. Bei der Verfiitterung von Phenylaminobuttersiure 
konnten Knoop und Kertess eine aktive Acetylaminobutter- 
siure aus dem Harn darstellen, und Neubauer und Warburg 
haben bald darauf nach Durchblutung der Leber mit Phenyl- 
aminoessigsiure das entsprechende, ebenfalls aktive Acetyl- 


produkt aus dem Leberbrei und der Durchblutungsfliissigkeit 


isolieren kénnen. — Bekanntlich sind an diesen beiden Sub- 
stanzen die GesetzmiBigkeiten fiir den Abbau der Aminosiuren 
festgestellt worden, da sie die gleichen Vorteile boten, die uns 
erlaubten, den Fettsiureabbau aufzukliren: Sie lieBen einen 
am Benzolkern haftenden Rest, der es erméglichte, die ge- 
suchten Abbaureaktionen abzuleiten. In beiden Fallen sind 
nachher die erforderlichen Bestitigungen an den physiologischen 
Homologen erbracht worden, die zudem zeigten, dab fir die 
aliphatischen Aminosiuren die gleichen Gesetze gelten. — Aber 
die Acetylierung der aromatischen Verbindungen hat sich in 
der aliphatischen Reihe in keinem Falle beobachten lassen, 
auch kérperfremde Aminosiuren, wie das Pseudoleucin (C-Tri- _ 
methylalanin) zeigte keine Anhaltspunkte fiir solche Konden- 
sationen mit Fettsaiuren.") 


1) Knoop u. Okada, Pfliigers Arch. Bd. 201, S. 8 (1928). 
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Diese Acetylierung scheint also allein den aromatischen 
Substanzen vorbehalten. Wir kennen sie schon lange an 
solchen Aminen, die die Stickstoffgruppe am Kern tragen. 
Spater hat Baumann gezeigt, daB auch das Cystein acetyliert 
werden kann, aber auch dieser Befund lieB sich nur an einem 
aromatischen Komplex nachweisen, den Mercaptursduren, in 
denen Acetylcystein vom Tierkérper an verfiittertes Brombenzol 
gekoppelt ist. 

Neubauer hat schon ausgefiihrt, daB diese Acetylierungen 
meist beobachtet werden, wenn zugleich irgendeine Reduktion 
Platz greifen muB, z. B. NO, zu NH, reduziert wird. Die fer- 
tigen Aminoverbindungen werden z.T. nicht acetyliert. Die 
Tatsache, daB unsere zwei aromatischen Aminosiuren, als solche 
gereicht, acetyliert wurden, scheint zunachst gegen eine der- 
artige Vorstellung zu sprechen. Aber wir haben im Freiburger 
Institut die wichtige Beobachtung machen kénnen, daB der 
Tierkérper anorganischen Stickstoff assimilieren kann und da8 
er Aminosauren aus stickstofffreien a-Ketonsiuren trotz der 
niedrigen Ammonkonzentrationen seiner Safte aufzubauen vermag. 
Das synthetische Produkt wurde nun im Falle der Phenyl- 
ketobutterséure als das gleiche Acetylprodukt ausgeschieden, 
das nach EKingabe von Phenylaminobuttersiure selbst erschien. 
Und diese Tatsache hat zusammen mit den obigen alten Be- 
obachtungen iiber Acetylierungen und anderen theoretischen 
Erwagungen Neubauer, Warburg und uns der Anschauung 
zugefihrt, daB die Acetylierung in beiden Fallen den gleichen 
Weg gegangen sein muB, d.h. daB die Aminosiure zunichst 
zur Ketonsiure oxydiert, diese dann unter Anlagerung von 
Ammoniak zugleich reduziert und acetyliert ist. 

Weitere Untersuchungen haben dann ergeben, daB die be- 
obachtete Reduktion, die im Tierkérper auf Kosten einer min- 
destens iquivalenten Oxydation vor sich gehen mu, durch 
gleichzeitige Gaben von Brenztraubensiure am meisten be- 
giinstigt wird — die Mengen der ausgeschiedenen Acetylkérper 
sind in solchen Fallen die gréBten, gréBer z. B. als bei Mit- 
verfiitterung von Essig- oder Buttersiure. Damit hatten wir 
einen Aahnlichen Reaktionsmechanismus, wie ihn Erlenmeyer 
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und de Jong beim Erhitzen von Brenztraubensiure mit 
Ammoniumcarbonat beobachtet haben, der sich in unserem 
Falle aber unter den Bedingungen des Lebens abspielt. 
Diese Theorie der Acetylierungsreaktion war einstweilen 
hypothetisch. Sie war allerdings vielseitig unterstiitzt, z. B. 
durch die Tatsache, daB das Acetylprodukt stets optisch aktiv war 
und zwar in ganz reiner Form nur die eine Komponente dar- 
stellte, sowohl bei der Phenylaminobuitersiure wie bei der 


Phenylaminoessigsiure die d-Form, der nach besonderer Fest- 


stellung in beiden Fallen die d-Form der freien Aminosaure 
entspricht; aber sie war strenggenommen unbewiesen. Von 
dieser Seite lieB sich nun ein Weg zu ihrer Entscheidung 
finden: Ware zunichst die intakte, racemische Aminosiure als 


| solche in ihren beiden Stereomeren gleichmaBig acetyliert 


worden, so ware die-Ausscheidung eines einheitlichen d-Pro- 
duktes nur méglich gewesen, wenn die l-Form leicht quantitativ 
verbrennlich gewesen wire. Fir die freie Aminosiure traf 
das bestimmt nicht zu, vielmehr wurde bei Verfiitterung der 


f racemischen Verbindung stets ein erheblicher Teil. der l-Modi- 


fikation im Harn ausgeschieden. Wenn die Acetylprodukte 
sich wirklich dem entgegengesetzt verhalten und hier die 
l-Modifikation besseren Zerfallsbedingungen begegnen wiirde, 
als die d-Form, so miiBte bei Verfiitterung des racemischen 
Acetylgemisches die d-Modifikation im Harn erscheinen. Das 
haben wir untersucht und festgestellt, daB das Gegenteil der 
Fall ist: Von den stereomeren Acetylderivaten wird die 
d-Komponente besser verbrannt — was im. Harn erscheint, 
dreht links. Schon der Schmelzpunkt zeigt unter Umstainden 
die Asymmetrie der Verarbeitung: Die synthetische Acetyl- 
phenylaminobuttersiure schmilzt bei 149°, die reine aktive 
Form bei 178°. Die Schmelzpunkte der aus dem Harn iso- 
lierten Substanz lagen einmal bei 158°, einmal bei 171° und 
konnten durch weitere Reinigung bis auf 178° gebracht werden. 
Alle Fraktionen aber drehten links. Der Grad der optischen 
Kinheitlichkeit hingt ausschlieBlich von der verfiitterten Quan- 
titit ab: Bei gréBeren Gaben bleibt stets etwas von der d-Form 
unverbrannt und diese Menge wachst mit der GréBe der Gabe, 
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bis der Racemkérper in der Ausscheidung iiberwiegt. Wir 
haben die untere Grenze, bei der die d-Form quantitativ ver- 
brannt wird, in diesem Falle vorerst nicht festgestellt (vgl. 
unten). Je weniger man gibt, um so einheitlicher ist das Harn- 


produkt. Neben dem Acetylprodukt fand sich stets im Harn § 


Oxy- und Ketonsaure, die auch frither bei den Verfiitterungen 
der freien Aminosdiuren immer gefunden wurden. Sie beweisen, 
daB der Abbau hier analog verliuft. Damit steht also fest, 
da8 die l-Form schwerer verbrennt, als ihr optischer Antipode, 
und das zwingt unbedingt, die Vorstellung zu verlassen, dai 
zunichst beide Stereomere symmetrisch acetyliert und dann 
asymmetrisch verarbeitet werden. Wenn man nicht annehmen 
will, daB die Acetylierung asymmetrisch verliuft und ganz 
ausschlieBlich die d-Form trifft, so bleibt nur die Annahme, 
daB sie tiber die Ketonsiure bzw. tiber die Iminosiurephase 
erfolgt. Dafir méchten wir uns besonders in Hinsicht auf die 
Beobachtungen an den Ketonsauren selbst entscheiden, die 
andere Méglichkeit ist, wenn auch nicht ganz auszuschlieBen, 
so doch vor der Hand ohne jede Analogie. 

Wenn wir diesen Modus unserer Reaktion acceptieren 
wollen, so ist darin zugleich ein Beleg dafiir gegeben, daB die 
von Wieland aufgeworfene Frage, ob der biologische Abbau 
der Aminosiuren nicht auch — entsprechend seinen Beob- 
achtungen in vitro — tiber die Aldimine, und nicht tiber die 
Keto- bzw. Iminoséuren gehe, fiir den vorliegenden Fall zu 
verneinen ist. Die friiheren Beobachtungen von Neubauer 
und uns haben zudem ja die Bildung von Ketonsduren direkt 
erwiesen. Fir die Phenylaminoessigsiure liegen allerdings 
sicher abnorme Verhiltnisse vor — vermutlich wegen der Kern- 
benachbarung der Aminogruppe —, das beweist die massenhafte 
Bildung von Oxysiaure, die fiir das physiologische Homologon 
Phenylalanin ausgeschlossen ist, sowie die geringen Quanten 
von Benzoesiure, die entstehen. Die Ergebnisse mit der 
Phenylaminobutterséure sind fiir das Studium aller Reaktionen 
der Aminosiuren betreffs einer Ubertragung auf das physiolo- 
gische immer beweiskriftiger. 

Betrefis des Abbaus der Acetylverbindungen haben die 
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Untersuchungen an der Phenylaminoessigsiure das gleiche Er- 
gebnis geliefert: auch hier wird stark linksdrehendes Material 
ausgeschieden. Die Schmelzpunkte lassen sich allerdings wenig 
verwerten, da sie zu nahe beieinander liegen (racem. 190° 


» aktiv 191°. Dafiir ist die spez. Drehung die stirkste je von 


uns beobachtete: [«],, = — 196°, entsprechend den Beob- 
achtungen von Neubauer und Warburg. Phenylaminoessig- 
siure und -buttersiure verhalten sich gleichartig. 

Wir haben diese Untersuchungen auch deshalb angestellt, 
um zu sehen, ob sich etwas tiber den Wert der Acetylierungs- 
reaktion fiir den Tierkérper ermitteln lieBe. Schiller nimmt 
an, da8 die bisher bekannten Paarungen der aromatischen, 
kérperfremden Substanzen erfolgen, um ihnen die Lipoidléslich- 
keit zu nehmen oder sie zu vermindern. Das gilt sicherlich 
fir die Paarungen der Benzoesiure und der Phenole mit Gly- 
kokoll, Schwefel- und Glycuronsiure zu Recht, in noch héherem 
MaBe wohl fiir das Brombenzol mit Cystein. Die Acetylierung 


; einer Aminosiure kommt dafir aber nicht in Betracht: diese 


Substanzen sind an sich praktisch schon lipoidunléslich, durch 
die Acetylierung werden sie in Ather so viel léslicher, daB 
sie aus dem Harn durch Atherextraktion gewonnen werden 
kénnen. Eine solche Deutung ihres Nutzens fallt also fir die 
Acetylierung von Aminosaiuren fort. Eher kénnte man an- 
nehmen, daB die Besetzung der reaktionsfihigen Aminogruppe 
eine peptidartige Kupplung mit anderen Aminosduren zu eiweiB- 
artigen Komplexen zu verhindern vermag, in die sie nicht 
hineinpassen wiirden. Das kénnte einen Nutzen bedeuten. 

Wir glaubten zunichst, daB eine allgemeine Reaktion der 
Aminosauren vorlige, da bei ihrem Abbau intermediar viel- 
leicht alle eine solche Kupplung mit Fettsiureresten durch- 
machen. Um das zu priifen, haben wir auch das Acetylprodukt 
des Phenylalanins in gleicher Weise untersucht. Hier ist 
zwar eine Acetylierung nie beobachtet worden, das kénnte in- 
dessen gerade dann nicht wundern, wenn sie physiologisch 
Regel ware; das gilt ja von fast allen normalen Zwischen- 
produkten, daB sie kaum faBbar sind. 

Bei der Verfiitterung zeigte sich nun, da8 auch hier die 
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l-Form, die aber dem natiirlichen, ebenfalls linksdrehenden 
Phenylalanin entspricht, schwerer verbrennlich ist, als die un- 
natiirliche d-Modifikation. Wir haben fiir diesen physiologisch 
wichtigen Fall einmal die unteren Grenzen festgestellt, bei 
denen die eine Halfte ganz verschwindet und reine l-Form im 
Harn erscheint. Gibt man z.B. an 3 Tagen je 3g in drei 
gut verteilten Tagesdosen, also 9 g in 60 Stunden, so erscheint 
im Harn reine 1-Form, die wir mit dem Acetylprodukt des 
natiirlichen ]-Phenylalanins im Schmelzpunkt und spezifischer 
Drehung véllig identisch fanden. 

Wahrend nun im Falle der zwei kérperfremden aromatischen 
Aminosiuren die Form, die sie selbst bei der Acetylierung 
synthetisch zu bilden vermégen, auch leichter angreifbar ist, 
ist bei dem physiologischen Phenylalanin. die natiirliche Kom- 
ponente als Acetylprodukt schwerer angreifbar. Das beweist 
u. E. besonders deutlich, daB fiir diese Aminosiure ein Ace- 
tylierungsprozeB als normaler Vorgang nicht in Betracht kommt. 
Diese Vorstellung ist also fiir den vorliegenden Fall zu ver- 
lassen. — Es miissen andere Griinde fiir die Acetylierung auch 
der 2 Homologen vorliegen und wir vermuten, daB dieselbe 
einfach das:Ergebnis einer Reaktionsfaihigkeit einer inter- 
mediiren Abbauphase mit anderen Stoffwechselzwischen- 
produkten darstellt, ohne daB darin ein besonderer Nutzen fiir 
den Tierkérper zu liegen braucht. 

Unsere obigen Beobachtungen beweisen, daB die Acety- 
lierungsreaktion im Tierkérper ein umkehrbarer ProzeB ist: 
dieselbe Substanz, die aufgebaut wird, wird auch wieder ab- 
gebaut. Die Richtung dieses Prozesses hingt also von der 
Konzentration der an der Reaktion beteiligten anderen Pro- 
dukte ab, z.B. der Brenztraubensiure. Wir haben nun in 
einer umfangreichen Untersuchung, iiber die wir auf der 
Chemikertagung in Tibingen berichtet haben, festgestellt, da8 
die Iminoséuren, die als erstes Dehydrierungsprodukt der 
Aminosauren anzusehen sind, ausgezeichnete Wasserstoffaccep- 
toren darstellen, d. h. daB sie sich leicht hydrieren lassen. Es 
iibertragen also die ersten Oxydationsstufen der Aminosiuren 
ihr Oxydationspotential leicht auf andere Kérper: indem sie 
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diese oxydieren, wird die Aminosaure zurickgebildet. Brenz- 
traubensdure ist nun sicher ein solcher leicht oxydabler Stoff, 
der z. B. nach Holleman mit Wasserstofisuperoxyd leicht 
und quantitativ zur nichstniedrigen Fettsiure: Essigsiure ab- 
gebaut wird. Trifft nun z. B. die «-Iminophenylbuttersdure 
auf Brenztraubensiure, so sind die Bedingungen zu einer 
solchen gekoppelten Reaktion gegeben und auf diese Weise 
entsteht die Acetylaminosiure. DaB der Organismus imstande 
ist, diese Reaktion zu katalysieren, beweisen unsere schon 
1910 publizierten Befunde.') Wir méchten deshalb annehmen, 
daB die Acetylierung dieser Aminosiuren dadurch bedingt ist, 
daB. sie in der Phase ihrer ersten Dehydrierungsstufe auf Vor- 
stufen der Essigsiure, z. B. Brenztraubensiure stoben. Und 
da sie als kérperfremd nicht leicht zu weiteren, dem Tier- 
kérper gewohnten Abbauprodukten aboxydiert werden kénnen, 
so verharren sie in diesem reaktionsfihigen Stadium linger 
als ihre physiologischen Homologen und werden so in Reak- 
tionen hineingezogen, denen die schnell weiterzerfallenden 


natiirlichen Aminosiuren entgehen. Das erscheint uns die 


wabrscheinlichste Deutung fir den AcetylierungsprozeB. So 
kénnte auch die Acetylierung des Bromphenylcysteins zu er- 
klaren sein, das, mit seinem Schwefelatom an den kérper- 
fremden Brombenzolkern gebunden, nicht in der iblichen 
Weise oxydativ angegriffen und weiterverarbeitet werden kann. 


Experimentelles. 


Die Darstellung der Acetylaminosiuren, die Emil Fischer 
iiber die Ester mit Anhydrid und Abspaltung der Athylgruppe 
durch Normallauge gewann, lieB sich sehr vereinfachen und 
die Ausbeute wesentlich verbessern: Wir kochten die fein- 
gepulverten Aminosiuren mit so wenig EKisessig, daB nicht 
alles in Liésung ging. Dann wurde die heiBe Mischung mit 
1,1 Mol. Anhydrid versetzt — dabei tritt Lésung ein — und 
ohne nochmaliges Aufkochen einige Zeit stehen gelassen. Wird 
jetzt im Vakuum */, des Liésungsmittels verjagt, dann mit 





1) Diese Zs. Bd. 67 u. 71 und biochem. Zs. Bd. 127, S. 200 (1922). 
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Toluol versetzt, so krystallisiert der gréBte Teil aus, der Rest 
wird durch Einengen iiber Kalilauge und weiteren Toluolzusatz 
gewonnen. Ausbeute fast quantitativ. Verwendung von mehr 


Anhydrid oder lingeres Kochen verschlechtert die Ausbeute. § 


Der Schmelzpunkt der inaktiven Acetylphenylamidobutter- 
saure liegt bei 149°, 29° unter dem des aktiven Produkts. 

N: 0,347 g Substanz brauchten 16,8 cem n/10-Séure (Kjeldahl), 

C,,H,,0,N Ber. 6,38°%/, N Gef. 6,55, N 

Acetylphenylalanin: Nadeln vom Schmelzp. 151°. 

N: 0,218 g Substanz brauchten 10,4 cem n/10-Siure. 

C,,H,,0,N Ber. 6,76°/, N Gef. 6,82°/, N 

Acetylphenylamidoessigsiure ist schon von Neubauer und 
Warburg nach dem E. Fischerschen Verfahren dargestellt. 

Die Isolierung der Acetylprodukte aus dem Harn erfolgte, 
wie schon bei der Phenylamidobuttersiure beschrieben®), z. T, 
durch spontane Krystallisation aus dem Harn, gréBtenteils 
durch Atherextraktion. Der Harnitherextrakt wurde mit Wasser 
aufgenommen, aus dem alle 3 Acetylprodukte leicht krystalli- 
sieren, Aus den vereinigten Riickstanden wurden mit Benzol 
Oxy- bzw. Ketonséuren gewonnen, letztere durch die Claisen- 
sche Reaktion, eventuell durch Phenylhydrazin nachgewiesen. 
Diese schon mehrfach beschriebenen Methoden boten hier 
nichts Neues. 

Nach Eingabe von 10 g Acetylphenylamidobuttersiure per 
os in 2/, Tagen (ohne Stuhlkontrolle der Resorption) wurden 
2,88 g Acetylkérper aus dem Harn isoliert. Eine Fraktion 
mit unscharfem Schmelzp. 150—158° zeigte [a], =— 16,3°, 
eine andere vom Schmelzp. 169—170°: @ = — 22,2° (reines im 
Tierkérper aus Ketonsiure synthetisches Produkt zeigt Schmelz- 
punkt 178° und [a], = 22,9. Oxysiure wurden 0,03 g ge- 
wonnen, die noch nicht ganz rein bei 95—96° schmolzen. 
Ketonsiure war nur qualitativ nachweisbar. 

9g Acetylphenylamidoessigsiure lieferten 1,42 g der gleichen 
Substanz im Harn, von denen die reinste Fraktion bei 186° 


schmolz und [a], =— 166° zeigte. (Reines aktives Acetyl- 





1) Diese Zs. Bd. 67, S. 489 u. Bd. 71, S. 252 (1910/11). 
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produkt nach Neubauer und Mitarbeitern: Schmelzp. 191° 
und [a], =— 196°.) Nebenprodukte 0,05 g Mandelsiure und 
0,09 g Phenylhydrazon der Phenylglyoxylsiure vom Schmelz- 


| punkt 161°. 


Acetylphenylalanin: 18 g per os eingegeben, lieben aus 
dem Harn 4,68 g zuriickgewinnen. Eine Fraktion vom Schmelz- 


punkt 152—153° zeigte [a], =—4,48°, eine andere vom 


Schmelzp. 160—161° [a], = — 27,9°. 
- Reines aktives Phenylalanin, das wir der Freundlichkeit 
der Herren Hermann Fischer und Walter Schoeller ver- 
danken, zeigte nach der gleich glatten Acetylierung den 
Schmelzp. 170° und [@], = — 51,8° (in abs. Alkohol). Keton- 
und Oxysdiure waren nicht nachweisbar. Erst als wir mit den 
Dosen in einem besonderen Versuch, bei dem uns Dr. Rud. Weil 
wertvolle Hilfe lich, auf 3g pro die herabgingen, die in viel 
Nahrung verteilt in 3 Gaben von finfstiindigen Abstinden ge- 
reicht wurden, lie8 sich aus dem Harn die reine |-Form ge- 
winnen vom Schmelzp. 170,5° und [a], = — 50,3°. 
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Von 


S. Kostytschew. 


XI. Mitteilung. Uber die bei der Hefegirung in 
Gegenwart von Calciumcarbonat entstehenden Sauren 
Von S. Kostytsehew und L. Frey. 





(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitit Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, Mai 1926.) 





Die weiter unten beschriebenen Versuche wurden bereits 
vor 9 Jahren ausgefiihrt. Sie hatten anfanglich den Zweck, 
die Angabén von Fernbach und Schoen?) nachzupriifen, 
laut denen lebende Hefe in Gegenwart von Calciumcarbonat 
bedeutende Mengen von Brenztraubensiure erzeugt. Da unsere 
Versuche durchaus negative Resultate ergaben und auBerdem 
darauf hindeuten, daB Brenztraubensiure durch die Methoden 
von Fernbach und Schoen in Girgut tiberhaupt nicht nach- 
zuweisen ist, so haben wir die Veréffentlichung unserer Ver- 
suche beanstandet und weitere Untersuchungen geplant, die 
aber infolge des Weltkrieges nicht zur Ausfihrung gelangten. 
Inzwischen erschienen die Mitteilungen von J. Kerb?) und 


M. v. Grab%), die bei der Wiederholung der Versuche von§ 


Fernbach und Schoen ebenfalls negative Resultate erhielten. 





1) Fernbach et Schoen, C. R. Bd. 157, 8. 1478 (1913); vgl. auch: 
Dieselben, C. R. Bd. 170, S. 764 (1920). 

*) J. Kerb, Chem. Ber. Bd. 52, S. 1795 (1919); Biochem. Zs, Bd. 100, 
S. 3 (1919); J. Kerb u. Zeckendorf, Ebenda Bd. 122, 8. 307 (1921). 

8) M. v. Grab, Biochem, Zs. Bd. 123, 8. 69 (1921). 
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| Der letztgenannte Forscher hat auBerdem die Bildung von 
| Brenztraubensiure bei der alkoholischen Garung durch eine 


andere zuverlissigere Methode dargetan. 
Wenn wir trotzdem einen kurzen Auszug aus unseren aus- 
gedehnten Untersuchungen veréffentlichen, so geschieht es 


| deswegen, weil die Bildung von verschiedenen Saduren bei der 


alkoholischen Girung bisher nur gelegentlich und liickenhaft 
untersucht worden war. In unseren Versuchen wurden aber 
betrachtliche Zuckermengen in Gegenwart von Calciumcarbonat 
schnell vergoren. Wenn diese Versuchsanordnung auch nicht 
dazu ausreicht, um Brenztraubensiurebildung nachzuweisen’), 
so ist sie jedenfalls einer Anhiufung von verschiedenen Sauren 
giinstig, die durch Hefe nicht weiter spaltbar sind. Nun haben 
wir bisher nur Bernsteinsiure, Essigsiure und Apfelsiure in 


| nennenswerten Mengen gefunden. Bemerkenswert ist das Fehlen 


von Ameisensiure und Milchsiure sowie die Bildung von 
Apfelsiure, die immer nur als ein Stoffwechselprodukt der 
héheren Pflanzen galt und bei der alkoholischen Garung nicht 
wahrgenommen wurde. Erst neuerdings hat Dakin?) darauf 
hingewiesen, da8 die von ihm entdeckte Oxyglutaminsaure bei 
der Desaminierung durch Hefe Apfelsiure gibt. 

Unsere Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt. 
Kin jeder Ansatz bestand aus 1200 g Rohrzucker, 800¢ reine 
PreBhefe, 400 g CaCO, und 12 Liter sterilisiertes Leitungs- 
wasser. Bei diesen Verhiltnissen setzte sofort stiirmische 
Garung ein, die aber nicht lange dauerte, da die Gesamtmenge 
von Zucker schnell vergoren wurde und die Hefe an Stick- 
stofimangel litt. Nach 4 Tagen war der Versuch immer beendet. 

Es ist ausdriicklich zu betonen, daB die soeben beschriebenen 


| Versuchsverhiltnisse von denjenigen Fernbachs und Schoens 
| durchaus verschieden sind. Fernbach und Schoen haben 


eine Nahrliésung, die viel Pepton enthielt, mit einer minimalen 
Hefemenge geimpft und erst nach monatelanger Kultur unter- 
sucht. Hierbei ist aber eine ausgiebige Bildung von stickstoff- 





1) Das Calciumsalz der Brenztraubensiure wird vom Ferment 
Carboxylase ebenso leicht wie die freie Siure gespalten. 
2) H. D. Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, 8. 139 (1924). 
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freien Sauren aus Aminosiuren nicht ausgeschlossen; u. a. kénnte 
auch Brenztraubensiure durch Desaminierung von Alanin 
entstehen: 


CH,—CHNH,—COOH + 0 = CH,—CO—COOH + NH,. 


Nun ist nicht dieser Vorgang, sondern namentlich die Bildung 
von Brenztraubensiure aus Zucker von Interesse. 

Nach Beendigung je eines Versuches haben wir das Girgut 
filtriert, bei vermindertem Druck auf etwa 400 ccm eingeengt, 
in 3 Liter 96°/,iger Alkohol eingegossen, den entstandenen 
Niederschlag scharf abgesaugt, 4mal mit 96°/,igem Alkohol 
nachgewaschen und im Vakuumexsiccator bei Zimmertemperatur 
getrocknet. Auf diese Weise erhielten wir aus je einem Ansatz 
etwa 45—58 g weiBe Substanz, die vielleicht nur zum Teil 
aus Calciumsalzen der Carbonsiuren bestand, da der Calcium- 
gehalt der Priparate immer sehr niedrig war. So erhielten 
wir z. B. folgende Zahlen: 


Priparat I: 2,0 g trockene Substanz wurde verascht und in der 
Asche das Ca als CaSO, bestimmt. 


Priparat II: Abgewogen: 1,0 g. Das Ca wurde als CaO bestimmt. 
Ca0 = 0,1762g¢ Ca =0,1250 g = 12,5%/, 


Die Stickstoffbestimmungen ergaben, daB der N-Gehalt der 
Praparate auBerst gering war und zwar 0,1—0,2°/, nicht iiber- 
stieg. Der so niedrige Stickstoffgehalt ist wohl auf adsorbierte 
Verunreinigungen zuriickzufihren. 

Die Priifungen auf einzelne Siuren haben wir auf folgende 
Weise ausgefihrt: 


I. Brenztraubensaure. 


Die auf obige Weise dargestellten Priparate der Calcium- 
salze haben wir in méglichst wenig Wasser gelést, mit 10°/,iger 
Schwefelsiure zerlegt und nach Abscheidung des ausgefillten 
Calciumsulfats mit Ather im Extraktionsapparate 60 Stunden 
lang extrahiert. Beim Verdampfen des Atherextraktes fiel 
immer Bernsteinsdéure aus (s. u.), nach deren Abtrennung eine 
zihe sirupése F'liissigkeit blieb. Dieselbe wurde bei 12 mm 
und 45—55° unter Kihlung der Vorlage mit Kaltemischung 





er 
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destilliert. Die Priifung des erhaltenen Destillates zeigte immer 


die Abwesenheit von Brenztraubensiéure und Milchsaure, doch 


‘haben wir tiberraschenderweise kleine Mengen von Acetaldehyd 


regelmaBig im Destillat gefunden. Die Prohen nach Schiff 
und nach Rimini ergaben positive Resultate und die Be- 
arbeitung des stark nach Acetaldehyd riechenden Destillates 
mit p-Nitrophenylhydrazin lieferte das charakteristische Acet- 
aldehyd-p-nitrophenylhydrazon, Schmelzp. 124—125°. Dagegen 
pildete sich das nicht minder charakteristische Brenztrauben- 
siure-p-nitrophenylhydrazon auch spurenweise nicht, indes die 
etwa zugesetzten minimalen Mengen von Brenztraubensiure 
sich sofort sicher nachweisen lieBen. Die Bearbeitung des in 
einer kleinen Wassermenge gelésten Destillates mit Zinkcarbonat 
ergab keinen Niederschlag von einem schwerldéslichen Zinksalz. 


|Wir haben die Einzelheiten der Methodik auf verschiedene 


Weise modifiziert und zwar z. B. Schwefelsiiure durch Phosphor- 
siure bzw. Oxalsiure ersetzt, die Atherextraktion bei méglichst 
vorsichtigem Erhitzen auf dem Wasserbade vorgenommen, in 
einigen Fallen auch die Lésung der Calciumsalze mit Kiesel- 
gur absorbiert und im gewodhnlichen Soxhletschen Apparate 


jextrahiert. Das Resultat war in allen Fallen ein negatives. 


Folgender Versuch zeigt, daB auch nach Zusatz von Brenz- 
traubens’ure zum Girgut positive Resultate nach der obigen 
Methode nicht zu erzielen sind. 

10 g des Priparates der Calciumsalze haben wir mit 1 g 
Calciumpyruvat versetzt, alles in Wasser gelést, mit Saure 
zerlegt, den Niederschlag abfiltriert, das Filtrat im Verlaufe 
von 36 Stunden mit Ather extrahiert, den Ather vorsichtig 
abdestilliert und den Riickstand bei 50° und 12 mm destilliert. 
Das Destillat ergab nach Zusatz von p-Nitrophenylhydrazin in 


iessigsaurer Lisung nur Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon, aber 


kein Brenztraubensiure-p-nitrophenylhydrazon. 

Es scheint also, da8 in unseren Praparaten eine geringe 
Menge von einer Substanz enthalten war, die leicht Acetaldehyd 
abspaltet. Die Natur dieser Substanz bleibt unbekannt. Brenz- 


‘traubensiure haben wir nach dem Verfahren von Fernbach 


und Schoen nicht nachweisen kénnen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXLVI. 19 
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II. Bernsteinsaure. 


Bei der Atherextraktion (s. 0.) war der Ather immer bald 
mit Bernsteinsiure iibersattigt. Nach dem Verdampfen des 
Atherextraktes vermehrte sich noch die Menge der in Krystallen 
abgeschiedenen Bernsteinsiure. Die Krystalle wurden mit 
Ather gewaschen, und aus heifem Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 185°. Die Bernsteinsiure haben wir wiederholt durch 
Titration sowie durch die Analyse des Silbersalzes identifiziert. 
So z. B.: 


0,2568 g freie Séiure in 10 ecm Wasser gelést verbrauchte 8,6 ccm 
0,5 n-Natronlauge. 


Abgewogen: 0,2568 g COOH—CH,—CH,—COOH . 
Titriert: 0,2569 g ‘-. 

Die geléste Substanz wurde mit Natronlauge neutral ge- 
macht, mit Silbernitrat gefallt, der Niederschlag abgesaugt, 
ausgewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. Die Analyse 
des Silbersalzes ergab: 

Abgewogen: 0,3511 g. Ag = 0,2276 g. 
C,H,0,Ag, Ber. Ag = 65,04°/, 
Gef. Ag = 64,83°/, 

Die Gesamtmenge der Bernsteinséure war praktisch im 
Niederschlage der Calciumsalze enthalten. Die Ausbeute an 
freier Bernsteinsiure betrug gewohnlich 8—10°/, des Gesamt- 
niederschlags, der, wie oben angedeutet, wohl nur zum Teil 
aus Calciumsalzen der Carbonsauren bestand. 


Ill. Essigsaure. 


Die Destillation des Garguts mit Wasserdampf in Gegen- 
wart von Schwefelsiure ergab immer Essigsdure, die durch die 
Analyse ihres Silbersalzes identifiziert wurde. Zu diesem 
Zweck haben wir das Destillat mit Natronlauge neutral gemacht, 
mit Silbernitrat gefallt, den Niederschlag abgesaugt, ausgewaschen 
und im Vakuumexsiccator getrocknet. 

Abgewogen: 0,2300 g. Ag = 0,1488 g. 


C,H,0,Ag Ber. Ag = 64,65°/, 
 Gef. Ag = 64,70°/, 


Auch Essigsiure war zum gréBten Teil im Niederschlag 


det 


die 
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der Calciumsalze enthalten und zwar ergaben 3g Substanz im 
Durchschnitt 150 mm (etwa 5°/,) CH,—COOH. 


IV. Apfelsdure. 


" - Die Apfelsiure haben wir zuerst in Form ihres sauren 
, @ Calciumsalzes entdeckt. Die waBrige Lésung der Calciumsalze 
h @ ergab nach Zusatz von Bleiacetat einen Niederschlag. Derselbe 
, @ wurde abfiltriert, ausgewaschen, in Wasser verteilt, mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit und das Filtrat vom Schwefelblei auf dem 
Wasserbade eingeengt. Aus dieser Lésung haben wir durch 
fraktionierte Krystallisation zwei saure Substanzen isoliert. Die 
eine von ihnen, die in geringer Menge vorlag, haben wir mit 
Bernsteinsiure identifiziert, die andere war kalkhaltig und 
.. ibren Higenschaften nach dem sauren Calciummalat durchaus 
t, @ ahnlich. Das Salz wurde umkrystallisiert und iiber das neutrale 
eo Salz in das Silbersalz iibergefiihrt. Alsdann haben wir das 
Silbermalat auch durch verschiedene andere Verfahren dar- 
gestellt. Die Silberbestimmungen in verschiedenen Priparaten 
ergaben folgende Resultate: 


Priparat I. Abgewogen: 0,2354 g. Ag = 0,1456 g. 
n C,H,0;Ag, Ber. Ag = 62,07°/, 
4 Gef. Ag = 61,85°, 
t. Priparat Il. Abgewogen: 0,2032 g. Ag = 0,1261 g. 
4 C,H,0,Ag, Ber. Ag = 62,07, 


Gef. Ag = 62,05°, 

Priparat III. Abgewogen: 0,2216 g. Ag = 0,1382 g. 
C,H,0,Ag, Ber. Ag = 62,07 lo 
Gef. Ag = 62,32°/, 

i. Priparat IV. Abgewogen: 0,2424 g. Ag = 0,1508 g. 
C,H,0,Ag, Ber. Ag = 62,07 he 
Gef. Ag = 62,21°/, 


Mi 
t, Die C- und H-Bestimmung im Silbersalz ergab folgendes 
nf Resultat: 


Abgewogen: 0,2085 g CO, = 0,1072 g H,O = 0,0230 g. 
C,H,0,Ag, Ber. C od 18,79 °/, H — 1,15 °/, 
Gef. C— 14,019), H = 1,22, 
Aus dem Silbersalz haben wir durch Bearbeitung mit H, 


gi die freie Siure dargestellt, waren jedoch nicht imstande dieselbe 
19* 
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im krystallinischen Zustande zu gewinnen. Die Titration der 
Saure ergab folgendes Resultat: 


0,1235 g Substanz verbrauchte 18,25 cem 0,1 n-Natronlauge. 
Abgewogen: 0,1285 g 
Titriert: 0,1223 g 


Durch all diese Analysen wird nachgewiesen, daB die | 


fragliche Substanz Apfelsiure ist. 


V. Milchsaure. 


Unsere Versuche, Milchsiure aus dem Girgut zu isolieren, 
fihrten zu negativen Resultaten. Die eingeengte Lésung haben 
wir mit Bleihydrat gekocht, heiB filtriert, mit Schwefelwasser- 
stoff entbleit, das Filtrat vom Schwefelblei eingeengt und mit 
Zinkearbonat versetzt. Es hat sich hierbei kein Zinklactat 
gebildet. Hierdurch wird beiliufig auch die Abwesenheit der 
Brenztraubensiure bestatigt, da Zinkpyruvat beinahe dieselben 
Higenschaften wie Zinklactat besitzt. 


Besprechung der Resultate. 


Es wurden also in Gegenwart von Calciumcarbonat nur 
Bernsteinsiure, Essigsiiure und Apfelsiure in nennenswerten 
Mengen gefunden. Bernsteinsiiure ist wohl ein Produkt der 
Verarbeitung von Glutaminsiure durch Hefe. F. Ehrlich’) 
hat nachgewiesen, daB dieser Vorgang auf folgende Weise 
stattfindet: 


COOH—CH,—CH,—CHNH,—COOH + 0, 3 
= COOH—CH,—CH,—COOH + CO, + NH,. 


Was nun Essigsiure und Apfelsiure anbelangt, so ist es / 


tnwahbrscheinlich, daB die genannten Sauren Produkte der 
Bakterienwirkung sind. Obgleich wir nicht unter aseptischen 
Kautelen arbeiteten, kam dennoch reine PreBhefe in Anwendung 
und die stiirmische Garung, die sofort einsetzte, hat wohl die 
Entwicklung der fremden Organismen von Anfang an unterdriickt. 

Essigsiure ist ein tibliches Nebenprodukt der alkoholischen 
Girung, dessen Entstehung wohl auf die Transmutation des 
Acetaldehyds nach Cannizzaro zuriickzufihren ist. Acet- 





1) F. Ehrlich, Biochem. Zs. Bd. 18, 8. 391 (1909). 
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aldehyd wird gegenwiartig einstimmig als ein intermediires 
Produkt der alkoholischen Girung anerkannt. Kostytschew?) 


| hat nachgewiesen, daB Acetaldehyd durch Hefe nach Cannizzaro 


verwandelt werden kann. Hierdurch wurde die Cannizzarosche 
Reaktion im Pflanzenreiche zuerst dargetan. 

Die Bildung von Apfelsiure ist nicht vollkommen durch- 
sichtig, doch ist es kaum zweifelhaft, daB Hiwei8spaltungs- 
produkte als Material der Apfelsiurebildung dienen. In Samen- 
pflanzen ist Apfelsiure ein sehr verbreitetes Stoffwechsel- 
produkt, das manchmal mit der Asparaginbildung im Zusammen- 
hange steht.”) Beachtenswert ist der Umstand, daB der Vor- 
gang der Desaminierung des Asparagins in Samenpflanzen bei 
der KiweiBregeneration mit groBer Intensitat verlauft und es daher 
zu erwarten ware, daB groBe Mengen der unverbrauchten Reste 
des Asparagins in Form von Apfelsiure oder abnlichen Stoffen 
erhalten bleiben, indem es aufer Zweifel steht, daB das Asparagin 
lauter als N-Quelle dient und die Kohlenstoffgeriiste der einzelnen 
Aminoséuren aus Zucker entstehen. Doch sind keine stick- 
stofffreien Asparaginreste bei der HiweiBregeneration entdeckt 
worden. Auch hat F. Ehrlich bei seinen trefflichen Unter- 
suchungen iiber die Verarbeitung verschiedener Aminosduren 
durch Hefe kein faBbares Produkt der Asparaginsaureverarbeitung 
zu isolieren vermocht. Dieses Verhalten ist vielleicht auf 
folgende Weise erklairlich. Der Vorgang der Bernsteinsaure- 
bildung aus Glutaminsiaure zerfallt in folgende Teilstufen *): 


1) COOH—CH,—CH,—CHNH,—COOH + 0 
= COOH—CH,—CH,—CO—COOH + NH,, 


f |(il) COOH—CH,—CH,—CO—COOH 


= COOH—CH,—CH,—CHO + CO,, 
(11) COOH—CH,—CH,—CHO + 0 = COOH—CH,—CH,—COOH. 





1) §. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 89, S. 367 (1914). 

2) I.Schulow, Untersuchungen auf dem Gebiete der Ernihrungs- 
physiologie héherer Pflanzen (russ.) (1918); G. G. Petrow, Stickstoff- 
assimilation durch Samenpflanzen (russ.) (1917); D. Prianischnikow, 
Tagebuch d. I. Kongresses russ. Botan. (russ.) 8. 65 (1921); A. Smirnow, 
Biochem. Zs. Bd. 187, S. 1 (1928). 

%) O. Neubauer u. Fromherz, Diese Zs. Bd. 70, S. 326 (1911); 
C. Neuberg, Biochem. Zs. Bd. 91, S. 131 (1918). 
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In analoger Weise sollten sich bei der Spaltung der 


| Hi * Asparaginsaure folgende Vorginge abspielen: d 
Ayer (I) COOH—CH,—CHNH,—COOH + 0 és 
Cea = COOH—CH,—CO—COOH + NH, , ; 
a (II) COOH—CH,—CO—COOH = COOH—CH,—CHO + CO,, Be 
2 (III) COOH—CH,—CHO + 0 = COOH—CH,—COOH. S 
ee Somit scheint auf den ersten Blick eine Bildung von ; 
p Malonsiure bei der Asparaginsiureverarbeitung méglich zu sein. ; 
és Dieser Reaktionsgang kann aber deshalb nicht stattfinden, [ 
Leaf weil die Oxalessigsiure COOH—CH,—CO—COOH durch das y 
fet Se. Ferment Carboxylase nicht auf dieselbe Weise wie «-Keto- 
4 glutarsiure COOH—CH,—CH,—CO—COOH gespalten wird. 
“| Es ist nimlich experimentell nachgewiesen, daB Oxalessigsiure [ 
+ nicht ein Molekiil, sondern zwei Molekile CO, abspaltet und} ,, 
4 sich in Acetaldehyd und CO, verwandelt?): st 
{ COOH—CH,—CO—COOH = CH,—CHO + 2C0,. | w 
} Der Acetaldehyd wird alsdann entweder zu Athylalkohol | %' 


y reduziert, oder itiber Essigsiure bzw. Glyoxal zu Oxalsiure | (I 


oxydiert, die in einigen Samenpflanzen und Schimmelpilzen als | 

: ein Endprodukt’ des Stoffwechsels erhalten bleibt, in anderen | N 
4 Pflanzen aber zu CO, und H,O verbrennt. " 

Wie ist nun die Bildung von Apfelséure in unseren Ver-f ™ 
suchen zu erklaren? Dakin (a.a.0.) gibt an, daB Oxyglut-f © 
| aminsiure auf dieselbe Weise in Apfelsiure, wie Glutaminsiure 
ie in Bernsteinsiure tibergeht: 
COOH—CH,—CHOH—CHNH,—COOH + 0, 

: = COOH—CH,—CHOH—COOH + NH, + CO,. 
ia Es ist aber kaum méglich, die Gesamtmenge der ent- 
: standenen Apfelsiure auf die Spaltung der in nur geringen 
Mengen vorkommenden Oxyglutaminsiure zuriickzufihren. Es 
ist also vielleicht die Annahme nicht ausgeschlossen, da8 ein 
uate Teil der Apfelsiure durch Reduktion der Oxalessigsiure ge- 
: a bildet war: 

COOH—CH,—CO—COOH + 2H = COOH—CH,—CHOH—COOH. 





1) C. Neuberg u. L. Karezag, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 68 (1911). 








or 
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Wird namlich die Carbonylgruppe noch vor dem Eingreifen 
der Carboxylase reduziert, so ist eine CO,-Abspaltung nicht 
mehr mdglich, da Carboxylase nur die Ketonsauren zerlegt. 

SchlieBlich wire vielleicht eine Bildung geringer Mengen 
von Apfelsiure aus Bernsteinsiure denkbar. Ein derartiger 
Vorgang findet nach Thunberg’) im Muskelbrei in Gegenwart 
von Methylblau (M) statt: 

() COOH—CH,—CH,—COOH = COOH,—CH=OH—COOH + 2HM} 
(II) COOH—CH=CH—COOH + H,O = COOH—CH,—CHOH—COOH. 
In diesem Vorgange spielt Methylenblau die Rolle eines 


| Wasserstoffacceptors. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


Bei der schnellen Zuckervergirung durch bedeutende Hefe- 
mengen in Gegenwart von CaCO, und bei Abwesenheit der 
stickstoffhaltigen Nahrstoffe wurden Bernsteinsiure, Essigsiure 
und Apfelsiure gefunden; Ameisensiure und Milchsiure da- 
gegen vermiBt. Die Apfelsiure kénnte aus Oxyglutaminsiure 
(Dakin), Asparaginséure und Bernsteinsiure hervorgehen. 

Die wahrscheinlichste Erklirung des Verschwindens des 


| N-freien Kohlenstoffgeriistes des Asparagins bei der Hiweib- 


regeneration in Samenpflanzen, ebenso wie bei der Desaminie- 


| rung der Asparaginsiure durch Hefe, besteht darin, daB Oxal- 


essigsdure, die Zwischenstufe der Desaminierung der Asparagin- 


siure, zu Acetaldehyd und CO, gespalten und Acetaldehyd 


weiter verarbeitet wird. 





1) Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 30, 8. 285 (1913). 
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Eine Methode zur Darstellung von Sarkosinester. 
Von 


Walter Staudt. 





(Aus dem physiolog.-chem. Institut der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1925.) 


I. Theoretischer Teil. 


In der Durchfiihrung einer Arbeit iiber intermediaren 
Stoffwechsel wurden gréBere Mengen von Sarkosinester gebraucht. 
Die einzige Methode zu seiner Darstellung, die sich in der 
Litteratur findet, ist die von E.Fischer’). In der bekannten 
Weise wird aus-freiem Sarkosin das Esterchlorhydrat gebildet 


und der Ester daraus in Freiheit gesetzt. Fir die Methode § 


ist eine Ausbeute von 52°/, angegeben. 

Da das Sarkosin des Handels teuer ist und die Methoden 
seiner Darstellung bei gréBeren Mengen zeitraubend sind, wurde 
analog der Darstellung des Glycinesterchlorhydrates von Jay 
und Curtius”) das aus Formaldehyd und Methylamin-Cyanid 
gebildete Nitril*) durch alkoholische Salzsaiure gleichzeitig ver- 
seift und verestert, und zwar in der von Klages‘) angegebenen 
Modifikation dieser Methode. Eine Destillation des Nitriles, 
das ein schwach gelblich gefarbtes Ol darstellt, gelang nicht, 
wie auch Delépine (a. a. O.) festgestellt hat. Jay und Curtius 





1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 452 (1901). 

*) Jay u. Curtius, Chem. Ber. Bd. 27 I, 8. 59 (1894). 

8) Delépine, Bl. [3] Bd. 29, S. 1198 (1902). Heimrod, Chem. 
Ber. Bd, 47, 8. 346 (1914). 

*) Klages, Chem. Ber. Bd. 36 II, S. 1506 (1908). 
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haben fiir das Amidoacetonitrii (a. a. 0.) die gleiche Beobach- 


| tung gemacht. 


K. Fischer hat das Esterchlorhydrat nicht isoliert. Born- 
water’) hat den aus Esterchlorhydrat bestehenden Syrup 
durch UbergieBen mit Ather und Einstellen in eine Kiilte- 
mischung zur Krystallisation gebracht. 

Die Verarbeitung auf freien Ester bot keine Besonder- 


 heiten. 


II. Praktischer Teil.”) 


Zu 160 g Methylaminsulfat (2 Mol) und 250 ccm 40°/,iger 
Formaldehydlésung (3 Mol) *), die mit 100 ccm Wasser versetzt 
werden, gibt man aus dem Tropftrichter unter Umrihren mit 
der Turbine 130 g Cyankalium in konzentrierter Lésung; dabei 
achtet man darauf, daB die Temperatur +10° nicht iibersteigt 
und leitet einen kraftigen Kohlensaiurestrom ein. 

Nach beendeter Reaktion lait man einige Stunden stehen, 
athert aus und trocknet mit Bariumoxyd. Nach dem Ab- 
destillieren des Athers bei 50° und Vertreibung der letzten 
Reste im Vakuum bleiben 133 g eines schwach gelblich ge- 


| farbten Ols (88 °/, der Theorie). 


70 g Rohl (auf Sarkosinnitril berechnet = 1 Mol) versetzt 
man mit 900 ccm absoluten Alkohol und 500 ccm kaltgesittigtem 
salzsauren Alkohol und kocht 3—4 Stunden auf dem Wasser- 
bad. Vom abgeschiedenen Salmiak wird abfiltriert. 

Beim Einengen auf 500 ccm scheidet sich der Rest des 
Salmiaks ab. Das Filtrat wird auf 300 ccm eingeengt. Nun 
scheiden sich bei starker Abkiihlung etwa 30 g reinen Ester- 
chlorhydrates in weiBen, glinzenden, fettigen Schiippchen aus. 

Ein weiteres Kinengen vor dem Abfiltrieren empfiehlt sich 
nicht, weil die zunehmende sirupése Konsistenz die Filtration 
behindert. 





1) Bornwater, Ree. tr. ch. P. B. Bd. 36, S, 250 (1916); Chem. Zbl. 


1917, I, S. 563. 
Klages, a.a. O. 
3) Heimrod, a. a. O. 
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Nach dem Abfiltrieren kann durch entsprechendes Ein- 
engen weiteres reines Esterchlorhydrat gewonnen werden. Es 
laBt sich aus Alkohol—Ather umkrystallisieren. Schmelzp. 121 
bis 122° ohne Zersetzung. Der Kérper ist stark hygroskopisch. 


Chlorbestimmung: 


0,2684 g Substanz gaben 0,2507 g Ag(Cl. 
Ber. Cl 22,99 °%, 
Gef. ,, 28,10 


Stickstoffbestimmung (Preg)). 


4,917 mg Substanz gaben 0,421 ccm N (737 mm Hg, 24°). 
Ber. N 9,12, 
Gef. ,, 9,25 


Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmung (Preg)). 
6,527 mg Substanz gaben 9,273 mg CO,, 4,535 mg H,0. 
Ber. C 89,08 °/, H 1,87, 
Gef. ,, 38,76 Pia Oe i | 
Bei weiterem Einengen der Mutterlauge im Vakuum ver- 
wandelt sich der braune Sirup in einen Brei gelblich gefiarbter 
Krystallschippchen. Er wird mit Ather gewaschen und iiber 
Schwefelsiure und Kaliumhydroxyd getrocknet. 
Insgesamt wurden 103 g Esterchlorhydrat gewonnen (62 °/, 
der Theorie). 
Die Verarbeitung auf freien Ester erfolgte nach den An- 
gaben E. Fischers, denen auch die Ausbeute entspricht. 
Auf die angewandte Menge Methylaminsulfat berechnet, 
erreicht sie annéhernd 40°/, der Theorie. 


Stickstoffbestimmung (Preg]). 


7,350 mg Substanz gaben 0,768 eem N (744 mm Hg, 18%). 
Ber. N 11,96 °/, 
Gef. ,, 11,75 


Kohlenstoff-Wassserstoffbestimmung (Pregl). 
6,522 mg Substanz gaben 12,223 mg CQ,, 5,680 mg H,0. 
Ber. © 51,25 °/, H 9,46 °/, 
Gef. ,, 51,17 y 9,74 


Das Esterpikrat hatte den von E. Fischer angegebenen 
Schmelzpunkt (147° unkorr.). 
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Aus der Darlegung diirfte der praktische Vorteil der 
Methode ersichtlich sein, die gestattet, die Darstellung des 
freien Sarkosins zu umgehen. Der Sarkosinester ist — danach 
fast — ebenso leicht zuginglich wie der Glycinester. 


Die Anregung zu vorstehender Untersuchung erwuchs mir 
aus einer Arbeit im _ physiolog.-chem. Institut der Uni- 
versitat Freiburg i. B. Herrn Professor Knoop wei8 ich mich 
hierfir, wie auch fiir manchen Rat in der Ausfiihrung, zu 
besonderem Danke verbunden. 
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Zur Kenntnis des Stickstoffgleichgewichtes in Hefezellen 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


Hans vy. Euler und Vera Sandberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1925.) 





Die Frage, wie die Hefe unter verschiedenen Umstanden, 
besonders im Verlauf der Garung, ihren Gehalt an Proteinen 
und deren Abbauprodukten regelt, ist seit Pasteurs grund- 
legenden Arbeiten der Gegenstand zahlreicher Versuche und 
Uberlegungen gewesen. Es liegt nicht im Rahmen dieser vor- 
laufigen Mitteilung, eine historische Ubersicht iiber die Ent- 
wicklung dieses Problems zu geben, vielmehr muB es hier ge- 
niigen, an die wichtigsten Etappen zu erinnern. 

Pasteur’) erkannte den ausschlaggebenden Unterschied 
zwischen der Zuckergirung in Gegenwart und in Abwesenheit 
von Proteinen und deren Spaltprodukten und er untersuchte 
vergleichend diese beiden Vorginge. 

Als Beispiel sei ein von Pasteur beschriebener Versuch angefihrt, 
bei welchem die Zuckerlésung anfangs keinen Stickstoff enthielt (a. a. O. 
S. 407): In eine Zuckerlésung von 100 g Zucker wurden 1,198 g Hefe 
eingewogen (9,77°/, N bezogen auf Trockensubstanz). Nach der Garung: 
1,745 g Hefe (5,5°/, N bezogen auf Trockensubstanz). 

Somit hatte der Total-N in der Hefe von 11,72 mg auf 9,62 mg ab- 
genommen. ,,Le résidu extractif du liquide fermenté insoluble dans le 
mélange d’alcool et d’éther pesait 0,600 et contenait 3,8 pour 100 d’azote.“ 


Somit 22 mg N in der Girungsfliissigkeit, was innerhalb der Versuchs- 
fehler der Differenz im Hefenstickstoff entspricht. 





*) Pasteur, Ann. de Chim. et de Phys. Bd. 58, S. 323 (1860). 
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In reiner Zuckerlésung tritt also in der Hefe ein KiweiB- 
zerfall wahrend der Garung ein, aber auch in N-haltigen Nahr- 
lésungen wurde im allgemeinen ein KiweiBzerfall in der garenden 
Hefe gefunden. 


Pasteurs grundlegende Resultate sind spiiter von Du- 
claux}), Ad. Mayer’), Liebig*’), Pringsheim‘), Rubner®, 
N. N. Iwanoff®) bestatigt worden. 

Nur L. lwanoff*’) stellte auf Grund eigener Versuche 
einen EiweiBzerfall wihrend der Giarung in Abrede. 


L. Iwanoffs Auffassung erfuhr von mehreren Seiten eine 
scharfe Kritik; soweit sich dieselbe auf die von diesem Forscher 
befolgte Methodik bezieht, scheint sie beziiglich spezieller 
SchluBfolgerungen berechtigt, wie in einer spiteren eingehen- 
deren historischen Ubersicht niher begriindet werden wird. 


Was aber das friiheren Untersuchungen zugrundeliegende 
Problem betrifft: Findet bei der Girung HKiweiBzerfall 
oder KiweiBsynthese statt, so sind wir der Ansicht, daB 
die in dieser Form gestellte Frage nicht allgemein 
beantwortet werden kann. Wie sich der Stickstoff- 
umsatz wahrend der Girung gestaltet, hingt von zahl- 
reichen Faktoren ab, von denen die Zusammensetzung 
der Naihrliésung, die relative Menge, die Vermehrungs- 
fihigkeit und das Alter der Hefe, die Giardauer und 
das untersuchte Stadium der Gesamtgirung die wich- 
tigsten sind. Je nach Art der zusammenwirkenden 
Bedingungen kann Hiweibzerfall oder KiweiBsynthese, 
wie Glykogenzerfallund Glykogensynthese, iiberwiegen. 


Bei einer erneuten Priifung des N-Stoffwechsels sind die 
genannten Bedingungen also genau zu prizisieren. 





1) Duclauc, C. R. Bd. 59, 8. 450 (1864). 
*) Ad. Mayer, Untersuchungen, Heidelberg 1869. 

*) Liebig, Ann. d. Chem. u. Pharm. (I), S; 153 (1870). 
4) Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 3, 8S. 121 (1907). 

5) Rubner, Arch. f. Anat. u. Physiol., Suppl. 1912. 

6) N. N. Iwanoff, Biochem. Zs. Bd. 120, 8. 25 (1921). 
7) L. Iwanoff, Diese Zs. Bd. 42, S. 464 (1904). 
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Versuchsanordnung. 


Es wurden im ganzen 4 Versuchsreihen ausgefiihrt, von 
denen wir die ersten zwei als Vorversuche, die zwei folgenden 
als Hauptversuche bezeichnen. Die Bedingungen, unter welchen 
diese 4 Serien ausgefiihrt wurden, unterschieden sich nur da- 
durch voneinander, da8 im ersten Vorversuch die ,,Nihrlésung“ 
neben geringen Mengen MgSO, und NH,Cl noch Pepton als 
organische Stickstoffverbindung enthielt, wihrend in den drei 
folgenden Serien Glykokoll verwendet wurde. Bezogen auf 
100 ccm enthielt also im 1. Versuch die ,,Nahrlésung“: 

2g Pepton Witte, 
0,1 g MgSO,, 
0,2 g NH,Cl. 


Die 2 Vorversuche erstreckten sich nur auf den Ausgangs- 
zustand und eine Garungsdauer von 5 Stunden. Fiir den Aus- 
gangszustand ist in den Tabellen eine Garungsdauer 3/, Stunde 
angegeben. Der Zeitpunkt der ersten Probenahme variierte 
zwischen etwa 15 und 25 Minuten; sobald die Aufschlammung 
der abgewogenen Hefe in der Giarungsmischung beendet war, 
wurde der Versuch begonnen. 

Als wesentlich betrachten wir den Zusatz von Hefenwasser 
zur Garungsmischung, und zwar wurde das Hefenwasser aus 
frischer (nicht durch Garung erschépfter) Hefe dargestellt. 

In einer folgenden Mitteilung wird niher dargelegt werden, 
daB wihrend der Girung die Aktivatoren und Hemmungs- 
kérper der Hefe eine Verinderung in dem Sinne erleiden, daf 
der Extrakt der gegorenen Hefe weniger wirksam ist als der- 
jenige frischer Hefe. 


Unsere Messungen bilden eine Bestiitigung der klassischen | 


Versuche Pasteurs!) iiber die Beeinflussung der Garung durch 
Extrakte frischer und durch Garung ermiideter Hefe; dieselben 
sind, wie schon hier betont sei, auf die Konzentrationsinde- 
rungen eines Aktivators und eines Hemmungskoérpers zuriick- 
zufiihren. 





) Pasteur, Ann. de Chim, et de Physique, (3. série), Bd. 58, 
S. 823 u. zw. S. 893 ff. (1860). 


gi 


W 








Zur Kenntnis des Stickstoffgleichgewichtes in Hefezellen. 293 


Die zur Untersuchung verwendete Hefensuspension bzw. 
,Garungsmischung“ hatte folgende Zusammensetzung: 


10 g frische Oberhefe R 
Trockengew. 26,78°/,, enth. 235 mg N 
7,5 g Glucose 
50 cem Phosphatlésung 
25 ccm Niéhrlésung, enth. 105 mg N 
12,5 eem Hefenwasser, enth. 6,53 mg N J 


. in 100 eem 





Nahrlésung. Phosphatlésung, 4°/, 
2g Glykokoll 20 g Monokaliumphosphat 
0,2 g NH,Cl in 100 cem 2 g Dinatriumphosphat Pa 
0,1 g MgSO, 528 g Wasser 5,83 


Hefenwasser: 10g Hefe wurden in Wasser auf 100 ccm auf- 
geschlammt, 10 Minuten lang auf 100° erhitzt und filtriert. Durch das 
Hefenwasser werden der Gérungsmischung Co-Zymase und Wachstums- 
faktoren zugefihrt. 

Zur Ausfiihrung der Versuche wurden der homogen suspendierten 
Garmischung zu verschiedenen Zeiten je 20 cem entnommen, und zwar 

unmittelbar nach der Mischung */,; Stunden 
nach 5 - 
nach 8 . 
und nach 24 ns 


Die entnommenen 20 ccm werden zentrifugiert; die so ab- 
geschiedene ,,Hefe a“ wird von der iiberstehenden ,,Lésung b“ 
getrennt. Die Hefe wird in 100 ccm suspendiert, die Lésung b 
wird auf 100 ccm verdiinnt. Von beiden Teilen werden je 
2 ccm zu den nachstehenden Bestimmungen verwendet. 


Versuche. 


A. Bestimmung des Totalstickstoffes 
(Mikro-Kjeldahl-Methode). 

Zur Bestimmung des Total-N einerseits in der Hefe und 
andererseits in der Garmischung benutzten wir das als Mikro- 
methode ausgearbeitete Verfahren von Kjeldahl und zwar 
folgten wir beziiglich der Schwefelsiturebehandlung den von 
Pregl?) gegebenen Vorschriften; die Titration des abdestil- 





1) Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse. 2. Aufl., 
S. 118ff. (1923). 
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lierten Ammoniaks nahmen wir jedoch nicht acidimetrisch 
sondern jodometrisch') vor. | 

Je 2 ccm der Proben aus der Hefensuspension oder dem 
Garungsgemisch wurden mit 1 ccm Schwefelsiure versetzt unter 
Zufiigen von 3 Tropfen 10°/, iger Kupfersulfatlésung. Die 
Mischung wurde mehrere Stunden erhitzt, bis sie vollkommen 
farblos war. 

Das im Mikroapparat abdestillierte Ammoniak wurde in 
2 ccm 0,1 n-H,SO, aufgenommen; 6 Tropfen 4°/, iger Kalium- 
jodatlésung und 5 ccm 59/, iger JK-Lésung wurden zugesetzt; 
nach 5 Minuten wurde mit 0,1 n-Natriumthiosulfat zuriick- 
titriert unter Zusatz von Starke. 

Die direkt erhaltenen Versuchszahlen sind auf 10 g frische 
Hefe = 2,65 g Trockenhefe umgerechnet. 


Vorversuche. 


Der erste Vorversuch wurde mit Pepton als Stickstoff- 
nahrung ausgefiihrt, der zweite mit Glykokoll (vgl. S. 293). In 
beiden Versuchen, welche nur auf eine Girungsdauer von 
5 Stunden ausgedehnt wurden, zeigte sich tibereinstimmend 

in der Hefe: Zunahme des Total-N (im Mittel 10°/,), 

in der Girungsmischung: Abnahme des Total-N. 
Versuchsserien III und IV. 




















Versuch | Garungsdauer mg Total-N 
Nr. Stunden Girungs- 
— mischung Summe 
(183) 
(110) (2938) 
iil ‘l/s 213 80 
5 218 15 293 
24 235 58 
(235) 
(111,5) (346,5) 
ad /s 234 114 348 
9 261 86 347 
4 262,5 | 85 347,5 














*) Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. 
Bergmann, 1916. 
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Im ganzen System blieb die Menge Total-N unverdndert, 
1 & N-Aufnahme oder Verlust war also nicht eingetreten. 


rE Wie aus der Tabelle der S. 5 ersichtlich, ergibt sich auch ay 

2 Fin den beiden Hauptversuchen III und IV im Verlauf der | 

1 — 24stiindigen Girung | oe 
: in der Hefe: Zunahme des Total-N, 4 | 

_ in der Girungsmischung: Abnahme des Total-N. Sy Ek 

-— DaB die Summe Total-N (letzte Spalte) innerhalb der Ver- § 


- f suchsfehler konstant ist, beweist, daB vom System Hefe + Gi- | 
- — rungsmischung kein N in Form fliichtiger Verbindungen ent- ie 

'wichen und kein N aus der Atmosphire aufgenommen 
> — worden war. 


B. Bestimmung des Aminostickstoffs (Methode von | 2 ie 
van Slyke). af 
: Die ausgezeichnete Methode von van Slyke zur Be- (I | 
| stimmung des in Form von Ammoniak und freien Aminogruppen E re 
| vorhandenen Stickstoffs hat durch die vom genannten Autor he 
' selbst eingefiihrte Mikroapparatur eine erhéhte Anwendbarkeit Bis 
| gewonnen.!) Wir haben uns genau an die Vorschriften a 
| van Slykes gehalten, so da sich eine niahere Angabe unserer : 
| Methodik eriibrigt. 
: Auch fiir diese Bestimmungen wurden je 2 ccm der 
Suspensionen und der Girungsmischung verwendet. 








Vorversuche. 





Sowohl Vorversuch I (Pepton in der Nahrlésung) als der 
Vorversuch II (Glykokoll) ergaben bei einer Girungszeit von 
5 Stunden eine Zunahme des Amino-N in der Hefe und eine, 
allerdings nicht so groBe Abnahme des Amino-N in der sie 
umgebenden Girungsmischung, so daB sich der Nicht-Amino-N 
in der Girungsmischung wenig verindert. 

Versuche III und IV. 
Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengefaBt. 








1) van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 185 (1911); Bd. 16, ; | 
S. 187 (1913); Bd. 22, S. 281 (1915); Bd. 23, S. 407 (1915). — Siehe ferner EI 
die Tabellen von Sharp, Jl. of Biol. Chem. Bd. 60, S. 77 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXLVI. 20 
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Garungsdauer mg Amino-Stickstoff 
Versuch Saude , Gicunes 
unden i, 
Hefe mischung Summe 
(46,5) 
(107) (153,5) 
III 1, 60 75,7 135,5 
5 82 63,5 145,5 
24 76 54,5 130,5 
(46,5) 
(105,5) (154) 
IV 1/5 53 97 150 
i) 82 74 156 
~ 77 61,5 138,5 
24 63 59,5 122,5 














Die Tab. 2 zeigt (wie auch die Vorversuche) wahrend der 


in der Hefe: Zunahme des Aminostickstoffs, 
im Giarungsgemisch: Abnahme des Aminostickstoffs. 


Diese Zu- bzw. Abnahme verliuft in einer 24stiindigen 
Garung nicht gleichmiBig, sondern ist bis zur Hauptgirung am 
stirksten und wird dann schwicher bzw. wieder riickgingig. 

Betrachtet man Hefe und Girungsgemisch als Ganzes, so 
findet man aus der letzten Spalte der Tabelle (Summe) in den 
ersten 5 Girungsstunden (da kein N verloren geht) unzweifel- 
haft eine Peptidsynthese (eventuell eine N-Ringsynthese). 

Es soll damit, wie ausdriicklich betont sei, nicht gesagt 
werden, daB das Glykokoll aus der Girungsmischung von der 
Hefe direkt assimiliert und zur Peptidbildung ohne weiteres 
verwendet werde. Im Gegenteil wird hier wie bei der Girung 
in Lésungen stickstoffhaltiger Substanzen (Aminosiuren usw.) 
eine Umbildung dieser Substanzen der Synthese vorangehen. 

Die Frage, ob und wie dieselbe mit der Girung zusammen- 
hiingt, bleibt noch unentschieden. Da8 im vorliegenden Fall 
eine Beziehung zwischen dem Girungszustand der Hefe und 
ihrem N-Stoffwechsel besteht, halten wir fiir wahrscheinlich. 


| 
Garung der Hefe in zuckerhaltiger und glykokollhaltiger Lisung, | 
gleichzeitig verlaufend: : 
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C. Bestimmung des Tyrosins. 
Bei Alteren, von H. Cassel in diesem Laboratorium an 


' frischer Unterhefe ausgefiihrten Versuchen war im Verlauf von 
70 Stunden (3 Girungsperioden) in einer Glucoselésung, welche 
| 49/, Asparagin enthielt, eine Zunahme sowohl des gesamten 


Tyrosins als des Ringstickstoffes (Total-N minus Amino-N 


' minus Peptid-N) gefunden worden. Zur Untersuchung der 
| enzymatischen Vorgiinge, welche mit diesen Synthesen zusammen- 
| hingen, sind wir mit einer erneuten Priifung des Wechsels des 
| Tyrosin- und Prolingehaltes der frischen und der Trockenhefe 
) beschiftigt. Auch in der Trockenhefe wiren Eiwei®- und 
| Kohlehydrat-Synthesen durch energieliefernde Girungsreaktionen 
: erméglicht. 


Bei den hier angegebenen Versuchen an Oberhefe hat 


! sich in 24 Stunden der Tyrosingehalt der Hefe nicht geaindert. 


Kin unter den gleichen Bedingungen, wie S. 293 beschrieben, 


' mit 10g Hefe (Trockengewicht 26,0°/,) ausgefiihrter Versuch 

















| ergab: 
Girungsdauer Hefe Garungsgemisch 
Stunden mg Total-N | mg Tyrosin mg Total-N 
‘Is 225 | ae 118,8 
27 241 be tae 100,0 








Bei den friiheren Versuchen von Cassel war die Methode von 


| Folin und Denis [Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, S. 239 (1912)] zur An- 


wendung gekommen. Bei dieser Untersuchung haben wir uns der von 


| Fiirth und Mitarbeitern') ausgearbeiteten colorimetrischen Methode be- 


dient. Dabei wurde das sehr empfehlenswerte Colorimeter nach Biirker 
von Leitz in Wetzlar verwendet. Siehe auch die Methode von Folin 
u. Looney, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, 8. 421 (1922). 


D. Totalbilanz 
des Stickstoffs bei unseren Versuchen. 


Wir sehen hier von der Wiedergabe der Vorversuche ab 
und fiihren nur die endgiiltigen Versuche III und IV an. 





1) Firth u. Fleischmann, Biochem. Zs. Bd. 127, S. 187 (1922); 
Firth u. Fischer, Biochem. Zs. Bd. 154, S. 1 (1924). 
20* 
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N in mg. 
Girungs- Hefe Gérungsmischung 
dauer “ 
Stunden | Total-N |Amino-N Differenz}] Total-N |Amino-N|Differenz 
: 
Ill 1/, 218 60 153 80 75,5 | 4,5 
5 218 82 136 15 63,5 | 11,5 
24 235 76 159 58 54.5 | 38,5 
235 46,5 | 1885 | 111,5 | 107,5 | 4 
IV "lg 234 58 181 114 oe 
5 261 82 179 86 Ie 
8 17 a 
24 262 63 199 85 59 | «26 




















EK. Anderung der Zellenzahl wihrend der 
Versuchsdauer. 


Bei vielen Versuchen iiber die Anderung des Stickstoff- 
gleichgewichtes in der Hefe wahrend der Girung ist nicht 
geniigend prazisiert worden, ob und in welchem Grad wihrend 
des beobachteten Ein- und Austrittes von Stickstoff ein Zuwachs 
von Hefe und Glykogenspeicherung statthat. Es ist offenbar, 
daB nicht nur die GréBe sondern auch die Art der Stickstoff- 
verwertung bei starker Neubildung von Zellen eine andere ist, 
als unter Bedingungen, unter welchen Neubildung der Zellen und 
Atmung gering ist oder iiberhaupt nicht eintritt. Besonders ist 
zu verfolgen, in welcher Weise N-Stoffwechsel und Glykogen- 
speicherung durch den PO,-Umsatz gekoppelt ist.’) 

Bei unseren Versuchen mit Glykokoll als stickstoffhaltige 
Nahrsubstanz wurde der Zuwachs der Hefe durch Rechnung 
der Zellenzahl in der Thoma-Zeissschen Zihlkammer genau 
festgelegt. 

Zu den Zellenzihlungen wurden 5 ccm Girungsmischung 
auf 1000 ccm verdiinnt. 

Im Verlauf von 24 Stunden, also bei unserer laingsten 
Versuchszeit, nimmt die Zellenzahl im Verhiltnis 450 





1) Siehe hierzu Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, 8. 137 (1925); 
Euler u. Dernby, Diese Zs. Bd. 89, S. 408 (1914). 
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zu 516 zu, also mit rund 14°/,. In 5 Stunden iibersteigt die 
Vermehrung der Zellenzahl noch nicht die Versuchsfehler. 
Jmmerhin ist bei der Beurteilung der Synthesen in Betracht 
m ziehen, daB die Versuchsbedingungen eine Vermehrung der 
Zellenzahl zulassen und es ist somit anzunehmen, daB die 
chemischen Vorginge auch bevor sich die Zellteilung vollzieht, 
zum Teil mit dem Wachstum bzw. der beginnenden Neubildungen 
zusammenhingen. 


Zusammenfassung. 


Unter den im vorstehenden genau definierten Versuchs- 
bedingungen nimmt bei einer Stockholmer Oberhefe in Glucose- 
und stickstoffhaltiger Garungslésung 

der Totalstickstoff in der Hefe zu, 

in der umgebenden Girungsliésung ab; 
der Aminostickstoff nimmit in der Hefe zu, 
in der Girungsmischung ab, 
im gesamten System ab. 

Ks findet also im ganzen ein Stickstoffumsatz im Sinne 

der tiberwiegenden Synthese statt. 




























Fig. 1. Kupfersalz des Mesobilirubin. 





Fig. 2. Brommesobilirubin. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXLVI. Tafel I. 
Zu ,,Fischer und Niemann, Kenntnis des Gallenfarbstoffs. LX.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Ftir die hdufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkiirzungen empfohlen: 
Liebig, Ann. der Chem. ==(Liebigs) Annalen der Chemie. 
Pfliigers Arch. == Archiv fir die gesamte Physiologie. 


Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 


Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. ==Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == re fir Biochemie und Bio- 

sik. 

Biochem. Jl. = ie Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soe. chim, France. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. R. =<=Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

Jl, of Biol. Chem. == The journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiology. _ 

Jl. fir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie. == Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. == Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = bg Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. = Shamaavinshes Archiv fiir Physiologie. 





Zs. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
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Der 27. Jahrgang 
dieses Jahrbuches hat eine 
volistandige Umarbeitung und Neugestaltung erfahren. 
Das Format des Buches ist vergréBert, die innere Anordnung 
ist in jeder Beziehung itibersichtlicher 
gestaltet. 


Der neue Band hat einen Umfang von einhundertdreibig Bogen. 
Das Register umfaBt etwa 70000 Namen. Schon daraus ist er- 
sichtlich, daB die neue ,,Minerva“, was die Vollstandigkeit angeht, 
jeden der friiheren Jahrginge iibertrifft.- Ks ist méglich gewesen, 
alle Beziehungen nach dem Auslande wieder anzukniipfen, so dai 
die Minerva“ iiber die Universitaten, Technischen Hochschulen 
und sonstigen Lehranstalten, tiber Bibliotheken, Archive, Museen, 


gelehrte Gesellschaften der ganzen Welt eingehenden Aufschluf ; 
gibt. Nicht nur die Wissenschaft hat an dem Jahrbuch Interesse, 
sondern auch die gesamte in- und auslindische Industrie, weil es 
eine erschépfende Fundgrube fiir die Versendung 
von Ankiindigungen darstellt. 






eeeeessoccos C0eet SSoseeeoesseoessessevesecoos SOSOSHSHO CHOLES CSS 2aSaDEETCETEDEe DEE 


WALTER DE GRUYTER @& CO. 
BERLIN W.i0 UND LEIPZIG 











